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DESCRIPCION
Un procedimiento para la preparacion de acido poli-alfa-glutamico y sus derivados
Campo de lainvencion.
La presente invencion se refiere a un procedimiento para la preparacion de acido poli a-glutdmico y sus derivados.
Fundamento de la invencion.

El &cido poli-a-glutamico de férmula (1)

HO. o

m{\ OH
B * °
o
@

se utiliza actualmente como sistema de suministro de fdrmacos, por ejemplo para la preparacion de conjugados con
una amplia variedad de farmacos que contienen un grupo amino primario o secundario, asi como grupos hidroxi
primarios, secundarios o terciarios. La conjugacion se puede producir directamente o por medio de un enlazador
adecuado, por ejemplo un aminoacido o un hidroxiacido. Véanse, por ejemplo, el documento EP0932399, Advanced
Drug Delivery Reviews, Volumen 54, nimero 5, 2002, paginas 695-713 y Journal of Controlled Release, Volumen
74, nimeros 1 - 3, 2001, Paginas 243 - 247.

El acido poli-a-glutamico puede ser sintetizado por polimerizacion del acido glutamico protegido adecuadamente. El
documento US 3.635.909 describe, entre otras cosas, la polimerizacion dey -(terc-butil) éster de N-carboxi anhidrido
del acido D-glutdmico en una mezcla de 1,2-dicloroetano/1,4-dioxano utilizando 4-metil-2-pirrolidona de sodio como
iniciador.

Varios métodos para la preparacion de acido poli-y-bencil-a-glutamico se describen en el documento WO 01/94379
A2. La eliminacion del grupo protector bencilo de los polimeros se realiza con &cido bromhidrico, para dar acidos
poli-a-glutamicos.

La preparacion de acido poli-a-glutamico por polimerizacion del N-carboxi anhidrido de acidoy -bencil-L-glutamico
usando octadecilamina como iniciador se describe en Mol. Cryst. Liq. Cryst., 1987, Vol. 153, pp 347 - 356. El acido

poliglutamico protegido obtenido se desprotege usando hidrdlisis basica. El polimero obtenido contiene un méaximo
de 20 aminoécidos y lleva una cadena lipdfila C 18 en el extremo C-terminal, que se origina del iniciador.

La preparacion de poli-alfa-aminoacidos funcionalizados N-terminalmente usando la polimerizacién de los N-carboxi
anhidridos de aminoé&cidos se describe en el documento WO 99/64495 A.

Descripcion de lainvencion.

La presente descripcion muestra que la eleccion apropiada del disolvente y del iniciador permite el control del peso
molecular del &cido poli-a-glutAmico preparado a partir dey ésteres terciarios de N -carboxi anhidrido del acidoa -
glutamico. En consecuencia, la invencion se refiere a un procedimiento para la preparacion de acido poli-a-glutamico
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en donde n es un nimero entero comprendido entre 60 y 310, de forma que el &cido poli-a-glutamico tiene un peso
molecular que varia en el intervalo entre 8.000 y 40.000 Da, preferentemente de 10.000 a 35.000 Da, més preferen-
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temente de 13.000 a 16.000 Da, y con un indice de polidispersidad que normalmente es< 2, pref erentemente < 1,5,
comprendiendo dicho procedimiento:

a. la polimerizacion de un éster y terciario de N-carboxi anhidrido del &cido a- glutamico de formula (II)

OR
o]
0
* 0
HN
\<0
m

en la que R se elige entre t-butilo, 1,1-dimetilpropilo y 1,1-dimetilbutilo, y es preferentemente un grupo t-butilo ya
sea en agua o en un disolvente organico seleccionado de tetrahidrofurano (THF), 1,4-dioxano, dimetilformamida
(DMF), 1,4-dioxano/DMF y mezclas de 1,4-dioxano y tetrahidrofurano con un iniciador elegido entre terc-
butéxido de potasio (t-BuOK), metdxido de sodio (MeONa), diisopropiletilamina, 1,8-diazabiciclo [5,4,0]undec-7-
eno (DBU), 4-dimetilaminopiridina (DMAP), dimetil éster del &cido glutamico, yy -terc-butil éster del 4cido gluta-
mico, para dar un compuesto de formula (l11)

RO O

H OR'
‘[\H * n
o
I

en la que ny R son como se definen anteriormente y R' es hidrogeno cuando el iniciador se elige entre diisopro-
piletilamina, 1,8-diazabiciclo [5,4,0] undec-7-eno (DBU), 4-dimetilaminopiridina (DMAP), dimetil éster del &cido
glutamico yy -terc-butil éster del acido glutdmico o un grupo t-butilo o metilo cuando el iniciador es t-BuOK y
MeONa, respectivamente, seguida por

b. hidrolisis acida de los grupos éster.

A lo largo de toda esta memoria, el simbolo * indica un centro quiral, y el término acido glutdmico abarca tanto la
forma L como la D, ya sea como isbmeros puros o como mezcla racémica.

La etapa a) se lleva a cabo normalmente a una temperatura que se encuentra en el intervalo entre 10 y 50 ° C, con
una concentracion de éster y de N-carboxi anhidrido de acidoa - glutamico que varia en el intervalo de 0,1 a 0,3 M.
De acuerdo con una realizacién preferida, el proceso se lleva a cabo utilizando 1,4-dioxano como disolvente y DBU
como iniciador.

La relaciéon molar de éstery de N-carboxi anhidrido del acidoa -glutamico a iniciador se encuentra generalmente en
el intervalo entre 2 y 25; la relacion molar de éstery de N -carboxi anhidrido del &cido a -glutamico a éstery de acido
a-glutamico es 100.

La etapa b) puede llevarse a cabo utilizando cualquier reactivo utilizado convencionalmente para la eliminaciéon de
los terc-butil ésteres, como se expone en los ejemplos con que se describen en "Protective groups in organic synt-
hesis” (“Grupos protectores en sintesis organica"), Tercera edicién, Theodora W. Greene y Peter GM Wuts, una
publicacién de Wiley-Interscience, John Wiley & Sons, Inc., paginas 406 — 408, y las referencias citadas en dicho
texto. Las condiciones preferidas incluyen &cido trifluoroacético (TFA), acido formico y mezclas de agua y acido
férmico, a una temperatura que se encuentra en el intervalo entre 20 y 60 °C; el TFA se utiliza en una cantidad de
100 v/p, mientras que el acido formico y las mezclas de agua y acido férmico se utilizan en cantidades de 20 a 50
v/p.

El procedimiento de la invenciéon es adecuado para preparar tanto la forma D como la L de los &cidos poli-a-
glutamicos, en particular la forma L. Ademas, los &cidos poli-a-glutamicos preparados de acuerdo con la invencién



10

15

20

25

30

35

40

ES 2 387967 T3

se pueden convertir facilmente en sus sales acidas o béasicas, por reaccidén con acidos inorganicos, tales como acido
clorhidrico, acido bromhidrico, acido sulfarico, acido nitrico, acido perclérico, o con bases inorganicas tales como los
hidréxidos de metales alcalinos o alcalinotérreos y el hidréxido de amonio.

El procedimiento de la invencion proporciona acido poli-a-glutamico con un peso molecular medio ponderado (Mw),
determinado mediante cromatografia de permeacion en gel combinada con la deteccion de dispersion de luz laser
de angulo mdltiple, que se encuentra en el intervalo dentro de los valores definidos anteriormente, preferentemente
entre 13.000 y 16.000 Da y con un indice de polidispersidad 1,5. Esto es particularmente ventajoso, ya que los
procedimientos descritos en la literatura, a través de diferentes grupos protectoreg (por ejemplo, bencilo, metilo o
etilo; véase Polymer monographs, Volumen 9: H. Block, Poly (y-bencil-L-glutamate) and other glutamic acid contai-
ning polymers (Poli (y-bencil-L-glutamato) y otros polimeros que contienen acido glutdmico) Editado por B. Huglin,
Universidad de Salford), proporciona materiales de peso molecular no controlado y muy alto, que con frecuencia
requieren separacion cromatografica para aislar los acidos poli-a-glutAmicos que tienen el margen de peso molecular
deseado.

Ademas, el procedimiento de la invencién permite evitar la formacion espontanea de un éster piroglutamico en el
término amino, que normalmente ocurre durante la polimerizacién utilizando, por ejemplp, -bencil, y-metil o y-etil
éster de N-carboxi anhidrido de &cido glutamico. De hecho, los acidos poli-a-glutdmicos actualmente disponibles
muestran un término piroglutamico, o bien un término amino, o una mezcla de los mismos. La supresion de la forma-
cion de un término piroglutdmico se consigue, en particular, cuando se utiliza como material de partida un compues-
to de féormula (ll), en la que R es un grupo t-butilo. Los gamma-ésteres de acidos poli-a-glutdmicos con un término
amino libre pueden entonces hacerse reaccionar bien sea con cantidades estequiométricas de acido piroglutamico o
bien con otros acidos adecuados, para alcanzar el 100% de conversion en el acido poli-a-glutdmico N-rematado.

La invencion se ilustrara con mayor detalle en lo que sigue en los siguientes ejemplos.
Ejemplo 1.

Etapa a - Preparacion de L-a-Glu-NCA-y-tBu éster

~ A,

(¢) o
j/ Ci o] Cl o)
cel L ke — °
o o7 o7 Ta .
OH o

Se pusieron 40,17 g de trifosgeno (0,135 moles; fosgeno/éster L-Glu-y-tBu 2,74/1) y 862,5 mL de THF, bajo nitroge-
no, en un reactor de 1 L con camisa, equipado con un agitador mecanico. El reactor fue termostatizado a 20 °C y la
mezcla se agitd hasta la disoluciéon completa del trifosgeno (se necesitan unos minutos), y a continuacion se afiadie-
ron 30 g de L-a-Glu-y-tBu éster (0,148 moles) en una sola porcién y de forma bastante rapida. La suspension resul-
tante se dej6 reaccionar durante 2 horas a 20 °C. Al comienzo se observé efecto exotermicox 4 °C), después se
disolviod el sélido a medida que progresaba la reaccién; al cabo de aproximadamente 30 minutos se obtuvo una solu-
cion clara.

Al final de la reaccion, el disolvente se evaporé bajo presion reducida, manteniendo la temperatura de la camisa por
debajo de 20 °C; la destilacion era bastante tumultuosa. La destilacion continué hasta que se obtuvo un residuo
denso y oleoso, sin sélidos (se esperan aproximadamente 80 mL de residuo). Al final de la destilacion se afiadieron
en gotas 750 mL de n-heptano a lo largo de aproximadamente 15 minutos y la mezcla se agitd bajo nitrégeno a
20/23 °C durante 1 hora, hasta la cristalizacion completa del producto. Normalmente, la cristalizacién comienza des-
pués de la adicion de 150 mL de n-heptano.

El sélido blanco puro resultante se filtré6 en un embudo de Buchner y se lavé con 3 x 90 mL de n-heptano, luego se
secO en estufa bajo vacio dindmico a 20/25 °C durante no mas de 20 horas. El solido ha de utilizarse lo antes posi-
ble y debe almacenarse bajo vacio estatico en presencia de gel de silice.

Partiendo de 30 g de éster L-a-Glu-y-tBu, se obtuvieron 23,3 g de éster L-a-Glu-NCA-y-tBu (68,8% de rendimiento).

Etapa b - Polimerizacién de N-carboxi anhidrido de y-(terc-butil) éster de acido a-L-glutamico (NCA) para dar
y-(terc-butil) éster de acido poli-a-L-glutamico.
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Se disolvio la base libre 1,8-diazabiciclo [5.4.0] undec-7-eno (DBU; MW 152,24; 585 mg, 3,84 mmoles) en 1,4-
dioxano (5 mL de la cantidad total) en unos pocos minutos.

A

En un reactor de vidrio de 1 L, dotado con camisa, se mezclaron a 25 °C 1,4-dioxano (550 mL) y N-carboxi anhidrido
del y (terc-butil) éster del acidoa -L-glutamico (NCA) (22 g, 96 mmol; NCA/DBU = 25) hasta que la disolucién fue
completa.

La solucién resultante se afiadié muy rapidamente a la solucién de DBU preparada con anterioridad. Al instante
aparecio un precipitado y se observé un bajo efecto exotérmico (aproximadamente 3 °C).

La mezcla se agitd durante 4 horas, después se vertioé agua (1100 mL) lentamente en un tiempo de 30 a 40 minutos.
Después de 30 minutos mas de agitacion a 25 °C, el sélido precipitado se recogié mediante filtracién y se lavé con
agua (3 x 50 mL). El sdlido blanco recuperado se secé después bajo vacio a 40 °C para dar 16,4 g de material puro,
t-BuPG (92% de recuperacién; DPn= 137,2, grado de polimerizacion medio numérico; Mn = 25.400 Da, peso mole-
cular medio numérico, a partir de la "H-NMR).

Etapa c - Hidrélisis de y-(terc-butil) éster del acido poli-a-L-glutamico para dar acido poli-a-L-glutamico.

Na
o._0 HO.__O 00
>|/ HCOOH (20 vol) NaOH
o - -
T=60°C;5h " Na
H " OH > R H=28 H W (0] Na
+§ i H+§ OH P ‘EE a
o 0 0

Se suspendid y -(terc-butil) éster del &cido poli-a-L-glutamico sélido (4 g) en &cido férmico al 99% (80 mL, 20 volu-
menes) bajo una atmosfera de nitrégeno, en un reactor de vidrio de 100 mL dotado con camisa. La mezcla se agit6 a
60 °C durante 5 horas. Después de calentar aproximadamente 30 minutos, la suspension viré a solucion, y después
empezo6 a precipitar un sélido.

La mayor parte del acido formico se separ6 después mediante destilacion a presion reducida (p = 15 torr; temperatu-
ra interna siempre inferior a 60 °C). El &cido férmico residual se eliminé por destilacién azeotrépica con tolueno (2 x
40 mL; T<40° C).

El residuo resultante se suspendié en agua (40 mL) y la mezcla se enfrié a una temperatura de 3 a 5 ° C, luego se
afadio cuidadosamente NaOH al 30% w/w hasta alcanzar un pH de 8. Una vez que el pH era estable a 23 - 25 ° C,
la solucioén resultante se filtr6 a través de un micromicrofiltro de 0,22 um.

La solucion transparente se acidificé utilizando acido sulfarico, hasta un pH de 2,5, y después la suspensién resul-
tante se agitdé durante 2 horas. El sélido precipitado se separd por filtracion y se secé bajo vacio (30 °C durante la
noche). Se recupero una torta blanca (2,7 g) con un Mw = 13.900 Da y una polidispersidad de 1,04 (GPC - MALLS).

Ejemplo 2

Se disolvié N-carboxi anhidrido dey -(terc-butil) éster del acidoa -L-glutamico (3,95 g, 17,2 mmoles), bajo corriente
de nitrégeno, en THF (100 mL) para llegar a una concentracion de 0,039 g/mL (0,17 M). La velocidad de agitacion se
ajusto en 800 rpm.

Entonces se afiadio muy rapidamente DBU (105 mg, A/l = 25) mediante una jeringuilla y la mezcla se agit6 durante 4
horas a 22-23 °C. Se observo un ligero efecto exotérmico poco después de la adicién del iniciador.
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Después de esto, la mezcla de reaccion se concentré hasta sequedad y el residuo se lavo con 1,4-dioxano fresco
(100 mL). Después se afadieron dos volimenes de agua a la mezcla de reaccion, que se agité durante 30 minutos.
El sélido precipitado se recogio, se lavd con agua y se seco bajo vacio a 40 °C durante al menos 12 horas.

Se obtuvieron 2,85 g de y-(terc-butil) éster de acido poli-a-L-glutamico- (90% de recuperacién) en forma de un polvo
blanco con Mn = 34.100 Da y DPn= 184 (por 1H-RMN).

El y-(terc-butil) éster del acido poli-a-L-glutamico resultante se hidroliz6 después en HCOOH al 99% caliente de
acuerdo con el procedimiento descrito en la etapa c del Ejemplo 1, dando aproximadamente 1,7 g de &cido poli-a-L-
glutdmico (84% de recuperacion) con un Mw = 25700 y una polidispersidad = 1.2, n= 100, de acuerdo con la crom a-
tografia de permeacién en gel acoplada al andlisis de dispersion de luz laser de angulo mdltiple.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para la preparacion de acido poli-a-glutamico de férmula (1)

HO 0

H\P OH
N n
H =
o)
@

en la que el simbolo * indica un centro quiral, n es un ndmero entre 60 y 310, de forma que el &cido poli-a-glutamico
tiene un peso molecular que se encuentra en el intervalo de 8.000 a 40.000 Da,

comprendiendo dicho procedimiento las etapas de:

a) polimerizacion de un éster y terciario del N-carboxi anhidrido del acido a-glutamico de férmula (Il)
OR

O
Al
0O

an

en la que el simbolo * es como se definié anteriormente, y R se elige entre t-butilo, 1,1-dimetilpropilo y 1,1-
dimetilbutilo, en agua o en un disolvente organico elegido entre: tetrahidrofurano, 1,4-dioxano, dimetilformamida,
mezclas de 1,4-dioxano y DMF y de 1,4-dioxano y tetrahidrofurano, con un iniciador elegido entre terc-butdxido
de potasio, metdxido de sodio, diisopropiletilamina, 1,8-diazabiciclo [5,4,0] undec-7-eno, dimetilaminopiridina y y-
terc-butil éster del acido L glutamico, para dar un compuesto de formula (I11)

RO (0]

H+ OR'
N »
H *
(¢]
(1))
en la que * y R son como se han definido anteriormente y R' es hidrégeno cuando el iniciador se elige entre dii-
sopropiletilamina, 1,8-diazabiciclo [5,4,0] undec-7-eno, 4-dimetilaminopiridina, dimetil éster del acido glutamico y

y-terc-butil éster del acido glutamico, o R' es un grupo t-butilo o metilo cuando el iniciador es el terc-butéxido de
potasio y metodxido de sodio, respectivamente, y seguida por

b) la hidrdlisis acida de los grupos éster y- y a- para dar un compuesto de formula (1).

2. El procedimiento segun la reivindicacion 12, en el que el disolvente es 1,4-dioxano y el iniciador es 1,8-
diazabiciclo [5,4,0] undec-7-eno.

3. El procedimiento segun la reivindicacion 12 o 22, en el que la temperatura se encuentra en el intervalo de 10
a 50°C.

4, El procedimiento segln cualquiera de las reivindicaciones 12 a 32, en el que la concentracion del éster
terciario del N-carboxi anhidrido del acido a-glutamico se encuentra en el intervalo de 0,1 a 0,3 M.



ES 2 387967 T3

5. El procedimiento segin una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 42, en el que la etapa b) se lleva a cabo
en un acido elegido entre acido trifluoroacético, acido férmico y mezclas de agua y acido férmico, a una temperatura
en el intervalo de 20 a 60 ° C.

6. El procedimiento segiin una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 52, en el que R es t-butilo.

7. El procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1% a 62, en el que el peso molecular del acido
poli-a-glutamico (I) se encuentra en el intervalo de 13.000 a 16.000 Da y el indice de polidispersidad es< 1,5.
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