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DESCRIPCION
Conjugados del copolimero de acido metacrilico-HPMA-TNP-470 y sus usos

En los ultimos afos, se ha hecho evidente que la angiogénesis, el crecimiento de nuevos vasos sanguineos
capilares de la vasculatura preexistente, es importante no sélo en procesos fisioldgicos tales como el desarrollo
embrionario, ciclo reproductivo femenino, curacion de heridas y regeneracién de tejidos y érganos, sino también en
procesos patoldgicos tales como la progresion tumoral y metastasis’. La angiogénesis se reconoce ahora como un
proceso critico para todos los tumores malignosz'3. Como resultado, la célula endotelial microvascular, que se recluta
por los tumores, se ha convertido en un importante segundo objetivo en la terapia del cancer. Se acepta
ampliamente que la célula endotelial objetivo, a diferencia de las células tumorales propiamente dichas, es
genéticamente estable’. Los agentes antiangiogénicos han surgido recientemente como una nueva clase de
farmacos; sin embargo, aun no se han dilucidado completamente los medios 6ptimos para usar estos agentes solos
0 en conjunto con los sistemas de entrega de farmacos y con la quimioterapia convencional.

La hipétesis de que el crecimiento del tumor es dependiente de angiogénesis se apoya en la evidencia biolégica y
farmacoldgica 4 y se confirma con la evidencia genética3'5'7. Ambos tipos de evidencia proporcionan una base
cientifica para las actuales pruebas clinicas de inhibidores de la angiogénesis. La angiogénesis tumoral
aumentada“’aa/ niveles elevados de factores proangiogénicos tales como el factor de crecimiento vascular endotelial
(VEGF/VPF)a’ , factor de crecimiento de fibroblastos basicos (bFGF)a, e interleuquina-8 (IL-8)10 se correlacionan con
una supervivencia disminuida y el riesgo aumentado de recaida en los estudios de pacientes con tumores sdlidos
malignos. La importancia de la angiogénesis se apoya ademas por la observacién de que los agentes

antiangiogénicos inhiben el crecimiento tumoral en una variedad de modelos animales.

En los Estados Unidos existen actualmente mas de 30 inhibidores de la angiogénesis en diversos ensayos clinicos
para el cancer de etapa tardia. Uno de estos inhibidores de la angiogénesis, el O-(cloracetil-carbamoil) fumagilol
(TNP-470), es un analogo sintético de bajo peso molecular de la fumagilina”, un comguesto secretado por el hongo
Aspergillus fumigatus fresenius. EI TNP-470 es un potente inhibidor endotelial in vitro'?. Recientemente, TNP-470 se
prob6 como un potencial nuevo agente anticancer. En modelos animales, el TNP-470 tiene el mas amplio espectro
anticancer que cualquier agente conocido® ™. EI TNP-470 inhibié el crecimiento de tumores murinos hasta 91%,
tumores humanos hasta 100% y tumores metastasicos hasta 100% en ratones (revision en la referencia13). En la
mayoria de los estudios, los ratones se trataron a la misma dosis 6ptima de 30 mg/kg por via subcutanea en dias
alternos. En los ensayos clinicos TNP-470 mostro evidencia de actividad antitumoral cuando se us6 como un agente
sencillo, con una serie de respuestas objetivas reportadas con tumores malignos recidivantes y refractarios’*®.
Ademas, se mostré prometedor cuando se us6 en conjunto con la quimioterapia convencional'”'®. Sin embargo,
muchos pacientes experimentan neurotoxicidad (malestar general, convulsiones raras, astenia, ansiedad y
disforia)m’”’w’z0 en las dosis donde se observo la actividad antitumoral. Debido a la neurotoxicidad dosis-limitante,
TNP-470 se probdé usando milltiples regimenes de dosificacion, pero estos intentos de limitar su toxicidad no
tuvieron éxito. En pocas excepciones, se observé pérdida de peso o fracaso para ganar peso en animales que
recibieron TNP-470", y dos informes indicaron una disminucion en el peso esplénicozz'zs. Por lo tanto,
modificaciones de TNP-470 que pueden retener o aumentar su actividad mientras que reducen su toxicidad son
altamente deseables.

Yashukawa y otros (Investigative Ophthalmology and Visual Science; 1999, Vol. 40 (nim. 11), paginas 2690-2696),
describen el efecto del TNP-470-conjugado con PVA en la proliferacion in vitro de las células endoteliales y sobre la
neovascularizacién coroidea experimental (CNV) in vivo.

Satchi y otros (British Journal of Cancer; 2001, Vol. 85 (num. 7), paginas 1070-1076), describen la terapia de
profarmaco enzimatico dirigida al polimero usando el profarmaco polimérico del copolimero N-(2-hidroxipropil)
metacrilamida (HPMA)-Gly-Phe-Leu-Gly-doxorrubicina conjugado con PK1 como profarmaco modelo, y el
copolimero de HPMA-catepsina B como un modelo para la activacion del conjugado enzimatico.

El documento WO-03/086178-A se refiere a métodos para disminuir o inhibir trastornos asociados con la
hiperpermeabilidad vascular y con métodos para tamizar compuestos que afectan la permeabilidad, angiogénesis y
estabilizan uniones herméticas.

Sumario de la invencion

La presente invencion se define en y por las reivindicaciones adjuntas. La presente invencion se refiere a los
conjugados de polimeros solubles en agua y o-(cloracetil-carbamoil) fumagilol (TNP-470) y el uso de estos
conjugados como portadores especificos intracelulares del TNP-470 en los vasos del tumor. La presente invencion
se refiere ademas al uso de estos conjugados para reducir la neurotoxicidad del TNP-470. El polimero tiene un peso
molecular en el intervalo de 15 kDa a 40 kDa.
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Los polimeros son copolimeros HPMA. Los copolimeros HPMA son portadores biocompatibles, no inmunogénicos y
no toéxicos, que posibilitan la entrega especifica en las células endoteliales del tumor superando las limitaciones de
las toxicidad asociada con el farmaco (Duncan, y otros, Hum Exp Toxicol, 17:93-104 (1998)). Ademas, su
distribucién en el cuerpo esté bien caracterizada y se conocen por acumularse selectivamente en el sitio del tumor
debido al efecto de permeabilidad y retencion mejorada (EPR) (Maeda, y otros, J Controlled Release, 65:271-284
(2000)). El conjugado puede incluir también una porcidon de orientacion para dirigir el conjugado a los sitios de
proliferaciéon de células endoteliales o células de cancer o a receptores o marcadores especificos asociados con las
células proliferacion de células endoteliales.

Los datos presentados en la presente descripciéon demuestran que TNP-470 conjugado con un copolimero HPMA: (i)
evita niveles maximos del farmaco en la circulacion (ii) evita la penetracion de TNP-470 en el liquido cefalorraquideo
y previene asi el problema de la neurotoxicidad; (iii) prolonga su vida media; (iv) facilita la acumulacién de TNP-470
en los tejidos involucrados con la neovascularizacion; (v) convierte a TNP-470 en un inhibidor de la angiogénesis
altamente eficaz y ampliamente util. Sorprendentemente descubrimos también que la conjugacion de TNP-470 con
HPMA resulta en una composicion soluble en agua.

La presente invencion se refiere ademas al uso de los conjugados en los métodos para disminuir la neurotoxicidad
de TNP-470. La enfermedad angiogénica susceptible al tratamiento con la presente invencion incluye pero no se
limita a retinopatia diabética, degeneraciéon macular, fibroplasia retrolental, tracoma, glaucoma neovascular,
psoriasis, angio-fibromas, inflamacién inmune y no inmune, formacién capilar dentro de las placas aterosclerdticas,
hemangiomas, reparacion de herida excesiva, tumores sélidos, metastasis, sarcoma de Kaposi

Otros aspectos de la invencion se describen infra.
Breve descripcion de las figuras

La Figura 1A ilustra la estructura del copolimero HPMA-Gly-Phe-Leu-Gly-etilendiamina-TNP-470. La Figura 1B
muestra la liberacién in vitro de TNP-470 a partir del copolimero HPMA en presencia (-m-) y ausencia (-¢-) de
catesina B.

La Figura 2A muestra la inhibiciéon de la proliferacion de BCE in vitro después de 72 h. TNP-470 (-A-) y el
copolimero HPMA-Gly-Phe-Leu-Gly -en-TNP-470 (-m-) tuvieron un efecto citostatico similar sobre la proliferacion de
las células endoteliales inducida por bFGF a dosis inferiores a 1 yg/ml y efecto citotéxico a dosis superiores a 1
pg/ml. La linea con puntos (- - -) representa la proliferacion de las células BCE inducida por bFGF y la linea sdlida (-
) representa la proliferacion de células BCE en la ausencia de bFGF. La Figura 2B muestra el anillo aértico de pollo
en el ensayo de germinacion endotelial. El efecto de TNP-470 (panel central) y copolimero HPMA-Gly-Phe-Leu-Gly-
en-TNP-470 (panel derecho) se muestran a 100 pg/ml de dosis equivalente de TNP-470, y un anillo adrtico de pollo
control (panel izquierdo) con abundante germinacion.

La Figura 3A muestra una representacién esquematica del modelo de hepatectomia. Los higados no tratados se
regeneran en 8 dias, pero no se regeneran cuando se tratan con TNP-470 30 mg/kg/dias alternos por via
subcutanea. La Figura 3B muestra que el TNP-470 libre (columnas con rayas), inhibid la regeneracion del higado
cuando se us6 a 30 mg/kg/dias alternos por via subcutanea. Sin embargo, no inhibid la regeneracion del higado en
otros esquemas de dosificacion. EI TNP-470 conjugado (columnas solidas) inhibié la regeneracion del higado a 30
mg/kg/dias alternos por via subcutanea o 60 mg/kg/cada 2 dias por via subcutanea o incluso a una sola dosis de
120 mg/kg/dia de operacion por via subcutanea en comparacion con el grupo control regenerado (columnas con
puntos). La Figura 3C muestra que el TNP-470 libre (-e-) causa retardo en el desarrollo de ratones recién nacidos,
pero no afectd el peso corporal cuando se uso en la forma conjugada (- A -) similar a los ratones del control (-m-). Las
flechas representan los dias de tratamiento. Los datos representan la mediatSE, n=9 de ratones por grupo.

La Figura 4 muestra la actividad antitumoral medida usando ratones SCID machos con melanoma humano A2058.
La Figura 4A muestra el efecto de TNP-470 (-e-); copolimero HPMA-Gly-Phe-Leu-Gly-en-TNP-470 (- A-); y ratones
del control (-m-) en los tumores. Los datos representan la media + SE, n=8 de ratones por grupo. Los valores de P
<0.05 se marcaron como *, P<0.03 como **, P<0.01 como ***. La Figura 4B muestra los ratones SCID y los tumores
extirpados que se correlacionan con el panel (A) en el dia 8 de tratamiento. La Figura 4C muestra la tincion de H& E
de los tumores extirpados en el dia 8 a partir de los diferentes grupos de animales con elevada o poca alimentacion.

La Figura 5 muestra la actividad antitumoral medida usando ratones C57 machos con LLC. La Figura 5A muestra el
efecto de TNP-470 a 30 mg/kg/dias alternos por via subcutanea (-e-); HPMA-Gly-Phe-Leu-Gly -en-TNP-470 a 30
mg/kg/dias alternos por via subcuténea (- A-) sobre el crecimiento tumoral; se muestran también los ratones del
control (-m-). Los datos representan la media + SE, n=10 ratones por grupo. La Figura 5B muestra ratones C57
representativos que se correlacionan con (A) en el dia 10 después del tratamiento. La Figura 5C muestra el
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crecimiento de dosis del copolimero HPMA-Gly-Phe-Leu-Gly -en-TNP-470: a 30 (-A-), a 60 (-e-) y a 90 mg/kg/dias
alternos por via subcutanea (-4-) y se muestran los ratones de control (-m-). Los datos son la media + SE, n=10
ratones por grupo. La Figura 5D muestra los ratones C57 que se correlacionan con (C). Los valores de P<0.05 se
marcaron como *, P<0.03 como **, P<0.01 como ***.

La Figura 6 muestra los resultados de un ensayo de Miles.
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
La presente invencion se refiere a los conjugados de polimero y copolimero de TNP-470.

De acuerdo con la presente invencion, el TNP-470 se enlaza a un polimero soluble en agua degradable o no
degradable que tiene un peso molecular en el intervalo de 100 Da a 800 kDa. Los componentes de la cadena
principal polimérica comprenden el copolimero de hidroxipropil(met)acrilamida-acido metacrilico. El polimero
comprende un peso molecular mayoritario en el intervalo de 15 a 40 kDa.

El TNP-470 y el polimero se conjugan mediante el uso de un enlazador que comprende al menos un enlace
peptidico escindible. Con mayor preferencia, el enlace peptidico es capaz de escindirse por enzimas celulares pre-
seleccionadas, por ejemplo, las que se encuentran en los lisosomas de células cancerosas o células endoteliales en
proliferacion.

La escision del enlazador del conjugado resulta en la liberacion del TNP-470 activo. Asi el TNP-470 se debe
conjugar con el polimero de manera que no se modifica la actividad del agente. El enlazador comprende al menos
un enlace peptidico escindible. Preferentemente, el enlazador es un grupo oligopéptidico escindible por enzima que
comprende preferentemente unidades de aminoacidos suficientes para permitir la unién y escision especifica por
una enzima celular seleccionada. Preferentemente, el enlazador es al menos dos aminoacidos de largo, con mayor
preferencia al menos tres aminoacidos de largo.

Los polimeros para usar con la presente invencién son los copolimeros HPMA con acido metacrilico con grupos de
largos oligopéptidos unidos a través de enlaces peptidicos al acido metacrilico con grupos carboxilicos terminales
activados tales como derivados de paranitrofenilo o etilendiamina.

El esqueleto polimérico comprende un copolimero del copolimero hidroxipropil(met)acrilamida (HPMA). EI HPMA
antes de fijarse al TNP-470 tiene la estructura que se muestra a continuacion:

+s

T

1o ]
. MR

G {
W ;
q U

y puede estar en el intervalo de 0.01-100 y x puede estar en el intervalo de 0 a 99.99 y esta preferentemente en el
intervalo de 0.04-20 y x estd preferentemente en el intervalo de 80-99.96. Preferentemente L es un grupo
oligopéptido que contiene entre 2 y 10 porciones de péptido, con mayor preferencia 3 6 4.

En una modalidad mas preferida, L es un enlace Gly-Phe-Leu-Gly. En una modalidad, U es un grupo ONp, en donde
Np es un grupo p-nitrofenilo. Preferentemente y esta en el intervalo de 0.3 a 15 y x esta en el intervalo de 99.7 a 85.
Con la maxima preferencia, y esta en el intervalo de 5-10 y x esta en el intervalo de 90-95. La cadena principal
polimérica es el copolimero HPMA-Gly-Phe-Leu-Gly-etilendiamina que tiene los valores para x e y como se definio
anteriormente.

En una modalidad mas preferida el copolimero HPMA conjugado con TNP-470 tiene la estructura que se muestra en
la Figura 1A.

Los polimeros de HPMA y sus usos se describen en el documento WO 01/36002.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2398 381 T3

En otra modalidad, el conjugado es un conjugado de liposoma/TNP-470. Preferentemente, el conjugado es un TNP-
470 pegilado liposomal. Un conjugado ilustrativo comprende:

a) TNP-470;

b) sal sddica de N-(carbonil-metoxipolietilen glicol 2000)-1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina;
c) fosfatidilcolina de soja totalmente hidrogenada;

d) colesterol;

La histidina, acido clorhidrico y/o hidroxido de sodio, sulfato de amonio, y sacarosa; en donde la relacion de
porcentaje en peso de a: b: ¢: d es de aproximadamente 1.0: 1.60: 4.80: 1.60 mg/ml respectivamente.

Mientras que la conjugacion del agente antiangiogénico puede depender de su orientacion en un tumor sdlido, u
otros sitios de angiogénesis activa, principalmente después del EPR, puede ser deseable fijar ligandos que permiten
la orientacion activa. Un ligando de orientacion preferido se dirige a la integrina un VB3 y contiene la secuencia de
tripéptido RGD. Los anticuerpos o ligandos dirigidos a los receptores celulares u otras moléculas negativamente
reguladas presentes en la superficie celular se pueden usar también. Ver, por ejemplo 28.

El conjugado de la presente invencion es util en la inhibicién de la funcién angiogénica de las células endoteliales
tanto in vitro como in vivo. De particular interés es la prevencidon o inhibicion de la diferenciacion de células
endoteliales en las estructuras capilares. Las células endoteliales susceptibles a la inhibicion por el conjugado estan
presentes en varios sitios de un mamifero e incluyen, pero no se limitan a dermis, epidermis, endometrio, retina,
sitios quirlrgicos, tracto gastrointestinal, higado, rifién, sistema reproductivo, piel, hueso, musculo, sistema
endocrino, cerebro, sistema linfatico, sistema nervioso central, sistema respiratorio, corddon umbilical, tejido de la
mama, tracto urinario. El método de tratamiento usando el conjugado de la presente invencién es particularmente util
en la prevencion o inhibicion de la angiogénesis por las células endoteliales en sitios de inflamacion y tumorigénesis.

El conjugado es particularmente Gtil en métodos para inhibir la angiogénesis en un sitio de la tumorigénesis en un
mamifero. El conjugado administrado en dichos sitios previene o inhibe la formacion de vasos sanguineos en el sitio
inhibiendo de ese modo el desarrollo y crecimiento del tumor. Los tumores que se pueden prevenir o inhibir
mediante la prevencion o inhibicion de la angiogénesis con el conjugado incluyen, pero no se limitan al melanoma,
metastasis, adenocarcinoma, sarcomas, timoma, linfomas, tumores de pulmén, tumores de higado, tumores de
colon, tumores renales, linfoma no Hodgkin, linfoma Hodgkin, leucemias, tumores uterinos, tumores de mama,
tumores de prdéstata, tumores renales, tumores ovaricos, tumores pancreaticos, tumores cerebrales, tumores
testiculares, tumores 6seos, tumores de musculo, tumores de la placenta, tumores gastricos.

Proporcionar a un mamifero con el conjugado, preferentemente a un ser humano, la dosis de conjugado
administrada variara en dependencia de factores tales como edad del mamifero, peso, altura, sexo, condicién
médica general, historial médico anterior, progresion de la enfermedad, carga tumoral, via de administracion,
formulacion y similares. Por ejemplo, una dosis adecuada del conjugado para un mamifero que necesita del
tratamiento como se describe en la presente descripcion esta en el intervalo de aproximadamente 1 mg a
aproximadamente 2000 mg de TNP-470 por kilogramo de peso corporal.

La via de administracion puede ser intravenosa (IV), intramuscular (IM), subcutanea (SC), intradérmica (ID),
intraperitoneal (IP), intratecal (IT), intrapleural, intrauterina, rectal, intratumoral vaginal, tépica, y similares.

La presente invencion se puede usar en conjunto con la terapia en la que el conjugado se usa en conjunto con un
agente quimioterapéutico tales como taxol, ciclofosfamida, cisplatino, ganciclovir y similares. El agente
quimioterapéutico puede estar también conjugado a un polimero. Dicha terapia es particularmente util en situaciones
en las que el mamifero que se trata presenta una gran masa tumoral preexistente que esta bien vascularizada. El
agente quimioterapéutico sirve para reducir la masa tumoral y el conjugado previene o inhibe la neovascularizacion
dentro o alrededor de la masa tumoral. El agente quimioterapéutico se puede administrar también a dosis inferiores
que las que normalmente se usan y dichas dosis pueden actuar como un agente antiangiogénico.

La presente invencion se ilustra ademas por los siguientes ejemplos. Estos ejemplos se proporcionan para ayudar al
entendimiento de la invencion y no se deben interpretar como una limitacién de esta.

EJEMPLO 1
Métodos

Materiales
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Un copolimero aleatorio HPMA copolimerizado con el éster de metacriloil-Gly-Phe-Leu-Gly-p-nitrofenilo (copolimero
HPMA-MA-GFLG) que incorpora aproximadamente 10 mol% de las unidades mondmero MA-GFLG-ONP, se preparo
como se indicd previamen’te24 y se proporcioné por Polymer Laboratories (Reino Unido). El precursor polimérico se
us6 para la incorporacion de etilendiamina (en) y el producto del copolimero HPMA-GFLG-en tuvo un Mw de 31,600
Da y polidispersidad (PD) de 1.66. EI TNP-470 se proporciond gentilmente por Douglas Figg del NCI (Estados
Unidos). El 2-propanol, metanol, acido ortofosférico y cloroformo eran de Sigma (todos de grado HPLC). La
dimetilformamida (DMF) y dimetilsulféxido (DMSQO) eran de Aldrich (Estados Unidos). Todos los demas productos
quimicos eran de calidad analitica de Aldrich (Estados Unidos) y Fisher Chemicals (Estados Unidos) a menos que se
indique lo contrario. Vivacell 70 ml (MW de corte 10 kDa de PES) era de VivaScience (Estados Unidos). El isoflurano
se adquirié de Baxter Healthcare Corporation (Estados Unidos). La matriz de membrana basal Matrigel (de tumor de
ratéon Engelbreth-Holm-Swarm) se adquirié de Becton Dickinson (Estados Unidos). La Avertina se adquirié de Fisher
(Estados Unidos).

Las células de melanoma humano A2058 eran de ATCC. Las células LLC se pasaron de ratén a ratén como se
describio anteriormente?’. Las células se mantuvieron en medio DMEM que contiene 10% de suero bovino fetal
inactivado (Life Technologies, Inc.), 0.29 mg/ml de L-glutamina, 100 unidades/ml de penicilina y 100 pg/ml de
estreptomicina (GPS) (Gibco) en una incubadora humidificada con 5% CO; a 37 °C. Las células BCE se aislaron en
nuestro laboratorio, y cultivaron en una incubadora humidificada con 10% CO, a 37 °C segln se describic®®. Las
células BCE se cultivaron en medio DMEM suplementado con 10% de suero de ternero bovino (BCS), GPS, y 3
ng/ml de factor de crecimiento de fibroblasto basico (bFGF). Los ratones C57BL/6J se adquirieron de Jackson
Laboratories (Estados Unidos), los ratones SCID del Hospital General de Massachusetts (Estados Unidos) y los
ratones BALB/c de Charles River (Estados Unidos).

Sintesis

El TNP-470 se conjug6 con el copolimero HPMA-Gly-Phe-Leu-Gly-etilendiamina a través del ataque nucleofilico
sobre el a-carbonilo en el TNP-470 liberando el cloro. En resumen, el copolimero HPMA-Gly-Phe-Leu-Gly-
etilendiamina (100 mg) se disolvié en DMF (1.0 ml). Entonces, el TNP-470 (100 mg) se disolvié en 1.0 ml de DMF y
adiciond a la solucién. La mezcla se agitd en la oscuridad a 4 °C por 12 h. El DMF se evapor6 y el conjugado de
copolimero HPMA-TNP-40 producto se re-disolvié en agua, dializd6 (MWCO 10 kDa) contra agua para excluir el TNP-
470 libre y otros contaminantes de bajo peso molecular, se liofilizé y almacend a -20 °C. El andlisis por fase reversa
de HPLC usando una columna C18, se uso para caracterizar el conjugado.

Ensayo de proliferacion de células endoteliales capilares bovinas (BCE)

Las células BCE se obtuvieron y se cultivaron como se describio anteriormente®. Para el ensayo de proliferacion,
las células se lavaron con PBS y se dispersaron en una solucién de tripsina al 0.05%. Las células se suspendieron
(15,000 células/ml) en DMEM suplementado con 10% de BCS y GPS 1%, sembraron en placas de cultivo
gelatinizadas de 24 pocillos (0.5 ml/pocillo) y se incubaron por 24 h (37 °C, 10% CO), el medio se reemplazd con
0.25 ml de DMEM, 5% de BCS y 1% de GPS y se aplicd a la muestra de prueba. Las células se estimularon con
TNP-470 libre o conjugado (10 pg/ml para 1 ug/ml de concentracion equivalente de TNP-470). Después de 30 min
de incubacion, medio y bFGF se adicionaron para obtener un volumen final de 0.5 ml de DMEM, 5% de BCS, 1% de
GPS y 1 ng/ml de bFGF. Las células de control se cultivaron con o sin bFGF. Después de 72 h, las células se
dispersaron con tripsina, resuspendieron en Hematall (Fisher Scientific, Pittsburgh, Pensilvania), y contaron en un
contador Coulter.

Ensayo del Anillo Adrtico de Pollo:

Arcos aodrticos se disecaron a partir de embriones de pollo de 14 dias, cortaron en fragmentos de seccion
transversal, e implantaron in vitro en el Matrigel usando una modificacion de los métodos anteriormente descritos (V.
Muthukkaruppan, comunicacion personal). Cuando se cultivaron en el medio MCDB-131 suplementado con 5% de
suero fetal bovino, las células endoteliales germinaron y se produjo formacién del canal vascular dentro de 24-48
horas. TNP-470 libre o conjugado (10 pg/ml a 1 ug/ml) se adicioné al cultivo.

Modelo de hepatectomia

Ratones machos C57BL/6J se sometieron a una hepatectomia parcial a través de una incision de linea media
después de la anestesia con isoflourano *. TNP-470 libre o conjugado (30 mg/kg) se administraron por via
subcutanea dias alternos durante 8 dias comenzando en el dia de la cirugia de acuerdo con el esquema descrito en
la Figura 4a. Como alternativa, las dosis administradas fueron 60 mg/kg el dia de la cirugia y 4 dias después, o una
de 120 mg/kg en el dia de la hepatectomia parcial. El higado se recolectd en el 8" dia, pesado y analizado por
histologia.
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Evaluacion de la distribucion corporal de TNP-470 libre y copolimero HPMA-TNP-470 en ratones con LLC
subcutaneo

Ratones machos C57BL/6J se inocularon por via subcutanea con 5 x 10° células viables LLC y el tumor se dejé
crecer hasta un volumen aproximadamente de 100 mm?®. Los animales se inyectaron por via intravenosa con TNP-
470 libre o conjugado (30 mg/kg). La remocion intracerebral del LCR del cerebro de ratones C57BL/6J se realizd
usando un aparato estereotdxico modelo (Stoelting Co Wooddale IL) de acuerdo con las coordenadas
estereotaxicas descritas en el atlas de cerebro de raton* y el método descrito en Waynforth50 Una vez que se
obtuvo la cantidad de fluido deseado (aproximadamente 20 pl), el animal se sacrifico a través de la dislocacion
cervical en tiempos de hasta 72 h. Los tumores, érganos principales, orina sangre y LCR se recogieron y
homogeneizaron. A continuacién, el TNP-470 se extrajo en cloroformo. Seguido la evaporacién del cloroformo, las
muestras se redisolvieron y se uso la cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC)/Espectrometria de Masas en
tdndem (LC-MS/MS) para determinar la cantidad de TNP-470 libre en las muestras como se describid
anteriormente®.

Evaluacion de la Actividad Antitumoral del copolimero HPMA-TNP-470

Ratones machos C57BL/6J (~8 semanas, ~20 g) se inocularon via subcutanea con 5x10° celulas de LLC viable o
melanoma A2058. Los tumores se dejaron crecer hasta un volumen de aproximadamente 100 mm?®. Los animales se
inyectaron por via intravenosa con TNP-470 libre o copolimero HPMA-TNP-470 (30 mg/Kg equivalente-TNP) o
salina (250 pl via intravenosa). Cada grupo consistié de 5 ratones. Los ratones se sacrificaron cuando los tumores
alcanzaron o superaron un tamafo equivalente al 30% de su peso corporal. Los animales se pesaron diariamente y
observaron para los signos de progresion del tumor y se sacrificaron si su peso corporal disminuy6 por debajo de
80% de su peso inicial. Los animales se supervisaron para la salud en general, pérdida de peso, y progresion del
tumor. Al terminar, los ratones se sometieron a examen post mortem y los tumores se cortaron y pesaron. Un
experimento S|m|Iar se repitid, cuyo tratamiento con dosis crecientes del conjugado se inicié cuando los tumores
alcanzaron 500 mm®. El mismo programa de d05|f|ca0|on se repitié con ratones SCID machos blancos (~8 semanas,
~20 g) inoculados por via subcutanea con 5x10° células A2058 de melanoma humano viable y tratados como se
describié anteriormente.

Métodos Estadisticos

Todos los datos in vitro se expresan como media + desviacion estandar de la media (S.D.). Todos los datos in vivo
se expresan como media * error estandar de la media (S.E.). La significacion estadistica se evalué usando la prueba
t de Student. Los valores de P de 0.05 o0 menos se consideraron estadisticamente significativos.

Resultados
Sintesis y caracterizacion

El copolimero HPMA-Gly-Phe-Leu-Gly-etilendiamina-conjugado con TNP-470 (Figura 1A) se sintetizd, purifico y
caracterizé por HPLC. El enlazador polimero Gly-Phe-Leu-Gly -TNP-470 se dlseno para permitir la liberacion
intralisosomal de TNP-470 debido a la accidn de las cisteina-proteasas Ilsosomales , tales como catepsina B. Se
demostré6 que la catepsina B se sobreexpresa en muchas células tumorales®. El conjugado se acumula
selectivamente en el tejido del tumor debido al efecto EPR y se internaliza Ientamente dentro de las células
endoteliales en el lecho del tumor por pinocitosis de fase fluida. El conjugado no se debe internalizar en las células
endoteliales quiescentes normales, por lo tanto no se expondra a las enzimas lisosomales dejando intacto el
enlazador. EI TNP-470 libre se eluyé como un unico pico con un tiempo de retencién de 13.0 min, mientras que el
conjugado eluyé como un pico mas ancho en 10.0 min (resultados no mostrados).El farmaco libre fue insignificante
(<0.01% del total de TNP-470) después de la purificacion repetida por dialisis. TNP-470 no es soluble en agua pero
se convirtié en soluble después de la conjugacién con el copolimero de HPMA. El conjugado fue estable por tres
dias en solucién salina regulada con fosfato o tampén citrato, pH 5.5, 0.2 M a 37 °C. Sin embargo, bajo las mismas
cond|C|ones con la adicion de la enzima lisosomal catepsina B, el enlazador entre el polimero y el farmaco (Gly-Phe-
Leu- GIy ) se escindié y se liberé el TNP-470 (Figura 1B). Estas condiciones imitan el entorno lisosomal en las
células endoteliales donde se presentan las enzimas lisosomales, tales como la catepsina B. TNP-470 que se libera
a partir del conjugado alcanzé una meseta en 5 h de incubacién con catepsina B y no aumenté apreciablemente
incluso después de 5 dias. La solucién incubada se analizé después y tuvo un contenido de TNP-470 de
aproximadamente 10 mol%. A continuacion probamos la actividad in vitro del conjugado de copolimero HPMA-TNP-
40 en dos ensayos de angiogénesis: proliferacion de células endoteliales y ensayos de anillo adrtico de pollo.
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Proliferacion de célula endotelial capilar bovina (BCE)

Para determinar si el copolimero HPMA-TNP-470 era activo en las células endoteliales probamos su efecto inhibidor
sobre la proliferacién in vitro de células BCE. El crecimiento de células BCE, estimulada por bFGF, se inhibié de
manera similar por TNP-470 y el copolimero HPMA-TNP-470 (Figura 2A). Tanto el TNP-470 libre como conjugado
inhibio la proliferacion de células BCE inducida por bFGF (efecto citostatico) de la concentracion equivalente-TNP-
470 de 10 pg/ml a 1 pg/ml. Sin embargo, a dosis mayores de 1 pg/ml, tanto TNP-470 libre como conjugado fueron
citotoxicos. Estos datos estan de acuerdo con resultados publicados de TNP-470 libre en diferentes células
endoteliales’’

Ensayo del anillo aértico de pollo

Se demostré que el conjugado inhibié in vitro el crecimiento de células endoteliales, un modelo ex vivo de los anillos
aorticos de pollo implantados en Matrigel se utilizé para caracterizar mejor el conjugado del copolimero HPMA-TNP-
470. Tanto TNP-470 libre como conjugado redujeron el numero y longitud de brotes vasculares que crecen desde el
anillo adrtico de pollo a 50 pg/ml y a 100 pg/ml previnieron completamente la expansion (Figura 2B). Un anillo adrtico
de control (panel izquierdo) mostré abundante brotacion. Similar dependencia de dosis se encontré para TNP-470
libre en un ensayo de anillo adrtico de ratéon (Moulton, resultados no publicados).

Hepatectomia

Demostramos que el copolimero HPMA-TNP-470 era igualmente activo in vitro que el TNP-470 libre. Por tanto, se
evalud su actividad antiangiogénica in vivo.

Antes de probar el conjugado en modelos de tumores in vivo, establecimos la eficacia del conjugado de copolimero
HPMA-TNP-40 en el modelo de hepatectomia (Figura 3A) Este modelo no neoplasico es un proceso relativamente
rapido (8 dias) dependiente de la angiogénesis in vivo®. Se empled el modelo de la hepatectomia para comparar la
actividad inhibidora del TNP-470 libre y conjugado en la célula endotelial, ya que la regenerauon del higado post-
hepatectomia es dependiente de la angiogénesis, similar al crecimiento del tumor>34, Después de una
hepatectomia parcial, los ratones del control regeneraron su higado extirpado a su masa pre-operatoria (~1.2 g) en
el dia 8 post-operatorio (Figura 3B). En los ratones tratados por via subcutanea (s.c.) con el TNP-470 libre o su
forma de polimero conjugado a 30 mg/kg en dias alternos (g.0.d), la regeneracién del higado se inhibié y los higados
alcanzaron el tamafio medio de 0.7 g en el dia 8 post-operatorio (Figura 3B). EI TNP-470 libre no inhibi¢ la
regeneracion del higado cuando se inyectdé a 60 mg/kg cada cuatro dias o en una unica inyeccion de 120 mg/kg en
el dia de la hepatectomia. Sin embargo, el conjugado de copolimero HPMA-TNP-470 tuvo un efecto equivalente al
del programa de dosificacion de 30 mg/kg en dias alternos cuando se administré cada 4 dias (cada 4 dias) a 60
mg/kg o en una dosis Unica de 120 mg/kg en el dia de la hepatectomia. Esto sugiere que el conjugado tiene un
tiempo de circulacién in vivo mas extenso que el TNP-470 libre y/o que el conjugado se acumula en el sitio de
proliferacién de las células endoteliales, conduciendo a la liberacién sostenlda de TNP-470 a partir del polimero.
Debido a que la regeneracion del higado se regula por células endoteliales®***, se espera que un efecto similar se
puede presentar con la proliferacion de células endoteliales en el tejido tumoral donde el conjugado se acumula
debido al efecto EPR

Desarrollo precoz del ratén

TNP-470 libre y conjugado se inyectaron en ratones BALB/c de 7 y 17 dias de edad para probar sus efectos en el
desarrollo normal. TNP-470 libre inhibié el crecimiento, inhibiendo la ganancia de peso a esta edad critica. Sin
embargo, los ratones tratados con el conjugado de copolimero HPMA-TNP-470 se desarrollaron de manera similar al
grupo control inyectados con solucion salina (Figura3C). Estos resultados difieren de los resultados obtenidos a
partir de los experimentos de hepatectomia. El conjugado de copolimero HPMA-TNP-470 inhibi6 la regeneracion
hepatica después de la hepatectomia pero no inhibié el desarrollo normal en los ratones recién nacidos. Una posible
explicacion es que el conjugado se extravaso a través de vasos permeados en el higado despues de la cirugia (es
decir, la misma inhibicion que se observa en la curacion de heridas retardada por TNP- 470° ) Sin embargo, el
conjugado no se escap6 de los vasos normales que se desarrollan en el recién nacido.

Evaluacion de la actividad antitumoral del copolimero HPMA-TNP-470 en ratones SCID con melanoma
humano A2058 subcutaneo

Los ratones con melanoma A2058 subcutaneo mostraron supervivencia aumentada cuando se trataron con TNP-470
libre y conjugado (T/C = 0.34 para TNP-470 y 0.12 para el conjugado) (Figura 4A). T/C se definié como la relacion
del volumen medio del tumor de los animales tratados (T) dividido por el volumen medio de tumor del grupo control
sin tratar (C). Durante este estudio no hubo ni muertes debido a la toxicidad ni pérdida de peso en los ratones
tratados con el conjugado, indicando que es posible el crecimiento de la dosis del conjugado. Una disminucién
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significativa en la tasa de crecimiento tumoral se observé en los animales tratados con TNP-470 (P<0.03) y con el
copolimero HPMA-TNP-470 (P<0.05) comparado con los controles (Figura 4A, B, C). La Figura 4C presenta las
secciones histolégicas de los tumores que representan los tres grupos tratados (solucion salina, TNP-470 libre o
conjugado) tefiidas con H & E y que muestran en todos las células tumorales viables.

Evaluacion de la actividad antitumoral del copolimero HPMA-TNP-470 en ratones C57BL/6J con LLC
subcutaneo

Los ratones con LLC subcutaneo mostraron la supervivencia aumentada cuando se trataron con TNP-470 libre y
unido en una concentracion equivalente de TNP-470 de 30 mg/kg en dias alternos. El copolimero HPMA-TNP-470
presentd una actividad antitumoral superior en comparacion con el TNP-470 libre. En el dia 8, cuando se sacrificaron
los ratones del control, el copolimero HPMA-TNP-470 inhibié el crecimiento tumoral en 86% (P<0.03) mientras que
TNP-470 libre en 67% (P<0.05) (Figura 5A,B). Ademas, el conjugado no indujo la pérdida de peso mientras que el
TNP-470 libre lo hizo (datos no mostrados). Ya que el copolimero HPMA-TNP-470 no indujo la pérdida de peso,
probamos el conjugado en ratones con LLC a dosis mas altas de 60 y 90 asi como 30 mg/kg/en dias alternos. El
conjugado inhibié el crecimiento tumoral igualmente a 30 o 60 mg/kg/en dias alternos (P<0.03, T/C = 0.4, dia 8). La
supresion tumoral fue significativamente mejorada a 90 mg/kg/en dias alternos (P<0.05, T/C = 0.24, dia 8) (Figura
5C, D). Incluso en la dosis mas alta de 90 mg/kg/en dias alternos, no hubo pérdida de peso del animal, indicando
que no alcanzamos la dosis maxima tolerada (MTD). Se conoce que a estas dosis el TNP-470 libre es toxico para
los ratones. En este conjunto de experimentos el tratamiento se inici6 cuando los tumores alcanzaron 500 mm?®, por
lo tanto, los resultados difieren de los experimentos anteriores en los que el tratamiento se inicié cuando los tumores
eran de 100 mm®.

Evaluacion del TNP-470 y copolimero de HPMA-TNP-470 en el liquido cefalorraquideo de los ratones con
LLC subcutaneo

HPLC-espectrometria de masas (LC-MS/MS) mostré que el TNP-470 libre estd presente en el liquido
cefalorraquideo (LCR) de los ratones con tumor LLC subcutaneo después de la administracion intravenosa del
farmaco. Sin embargo cuando el conjugado de copolimero HPMA-TNP-470 se inyectd, ni TNP-470 ni sus
metabolitos conocidos® se detectaron en el LCR. Estos resultados sugieren que la neurotoxicidad asociada con
TNP-470 se puede evitar cuando TNP-470 se conjuga con el copolimero HPMA. La distribucion corporal total y
farmacocinética del TNP-470 libre y conjugado en los tejidos normales, sangre, orina y tumor analizados por LC-
MS/MS se publicaran por separado.

Conclusiones

A pesar de un nuevo cambio en la terapia del cancer, varios conjugados de polimero-farmaco se encuentran ya en
los primeros ensayos clinicos”. Estos incluyen el copolimero HPMA-doxorrubicina (PK1, FCE28068), copolimero
HPMA-paclitaxel (PNU 166945) copolimero HPMA-camptotecina, polietilenglicol (PEG)-camptotecina, acido
poliglutamico-paclitaxel, un copolimero HPMA-platinato (AP5280) y tamblen un conjugado del copolimero HPMA-
doxorrubicina que porta ademas galactosamina (PK2, FCE28069) . La toxicidad y actividad reducida en la
qunmloterapla de los pacientes refractarlos se describié. En la fase |, PK1 mostré una dosis maxima tolerada de 320
mg/m (en comparaciéon con 60 mg/m para la doxorrubicina libre) y mostré también actividad antitumoral®®
Ademas, los datos de farmacocinética clinica (PK1 ti2« = 1.8 h sin dependencia de la dosis de holgura en
comparamon con unos pocos minutos para la doxorrubicina libre) fueron muy similares a Ios reportados en
animales®. PK1 demostro la capacidad de dirigirse a tumores sélidos mediante el efecto EPR* con la eliminacion
renal concomltante lo que resulta en bajos niveles sanguineos dentro de 1-5 h en animales y en los seres
humanos?®

Los conjugados del polimero inhibidor de la angiogénesis pueden aprovechar la capacidad de las macromoléculas
de dirigirse pasivamente al tejido objetivo de tumor sélido por el efecto EPR* (similar a PK1). Este efecto se produce
debido a la vasculatura tumoral pobremente organlzada lo que resulta en la 'permeabilidad mejorada' hacia
moléculas circulantes. El drenaje linfatico pobre en el tejido tumoral conduce a la ‘retenciéon' aumentada. Se acepta
que la principal razén para la actividad antitumoral mejorada de los conjugados de polimero-farmaco, con respecto al
farmaco libre, es que se orienta al tumor como resultado de este efecto EPR™. El enlazador polimérico Gly-Phe-Leu-
Gly-TNP-470 usado en este estudio se dlseno para permitir la liberacién |ntraI|sosomaI de TNP-470 debido a la
accion de las cisteina proteasas lisosomales®. Para ejercer un efecto antitumoral, una especie activa de TNP-470 se
debe liberar en el sitio del tumor e interactuar con metionina aminopeptidasa 2 (MetAP2) en las células endoteliales.
MetAP2 es un objetivo molecular de TNP-470, que se identificé recientemente, aunque el mecanismo exacto que
fundamenta su efecto selectivo sobre la proliferacion de las células endoteliales aun se debe entender®’. Por lo
tanto, los valores T/C para el conjugado de 0.12- 0.14 indicaron que el TNP-470, que se uni6 a la cadena prlncipal
polimérica durante la circulacion, se liberd en el sitio del tumor. El mecanismo para la liberaciéon de una porcién de
TNP-470 involucra la captacion celular, seguida por la escision enzimética del péptido enlazador dentro de los
lisosomas de las células endoteliales. Es probable que algunos de los conjugados que se acumulan en el tumor sera
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captado por las células tumorales. Sin embargo, una concentracion mas alta de TNP-470 se necesitara para afectar
las células tumorales (superior a 3-logs).

Muchos estudios de inductores e inhibidores de la angiogénesis in vitro o in vivo dependen de modelos segun los
indicadores de eficacia. Sin embargo, tan valiosos como estos modelos son, las limitaciones existentes para cada
uno de ellos. Por lo tanto, los multiples ensayos usados, involucrando ensayos tanto in vitro como in vivo, son en la
actualidad la mejor manera de minimizar los problemas inherentes de cualquier ensayo especifico“. De esta
manera, se logré una evaluacion adecuada y la comparacion entre el TNP-470 libre y conjugado.

En resumen, demostramos que la tasa de crecimiento tumoral se puede reducir significativamente por la entrega
sistémica de un agente antiangiogénico que se dirige a la vasculatura del tumor. Ademas, este conjugado conduce
probablemente a una toxicidad reducida y no causa la pérdida de peso en ratones recién nacidos y adultos porque, a
diferencia de la forma libre, no entra al LCR.EI efecto de actuaciéon prolongado y mejorado del conjugado en
comparacion con el del TNP-470 libre (como se describié en el modelo de hepatectomia), se puede atribuir a una
acumulacién aumentada en los tejidos neovascularizados y a mayor estabilidad del conjugado. Diversos
componentes de esta estrategia contribuyen a su actividad antitumoral pronunciada, lo que puede facilitar la futura
terapia en los seres humanos. En primer lugar, el copolimero de HPMA usado en este estudio tiene multivalentes
cadenas laterales, que hacen posible dirigir la alta carga de TNP-470 u otros farmacos a los vasos sanguineos
angiogénicos, debido al efecto EPR. En segundo lugar, es posible conjugar una porcién de orientacion a la célula
endotelial con las cadenas laterales en el esqueleto polimérico44. En tercer lugar, podemos destacar que;. (a) los
inhibidores de la angiogénesis suprimen el crecimiento endotelial desde el interior del lumen vascular y pueden
atravesar también los vasos tumorales permeados; (b) el conjugado copolimero HPMA-TNP-470 proporciona una
exposicion prolongada del farmaco en el endotelio; y (c) el TNP-470 conjugado no puede atravesar normal la barrera
sanguinea cerebral. Por ultimo, los polimeros son menos inmunogénicos que los vectores virales y se conocen por
disminuir o incluso anular la inmunogenicidad de las proteinas unidas y prolongar el tiempo de circulacion®**®. Los
conjugados de polimero-enzima tal como polietilenglicol (PEG)-L-asparaginasa (Oncaspar®) para el tratamiento de
la leucemia linfoblastica aguda se aprobaron por la FDA y se convirtieron en comercialmente disponibles46. Por lo
tanto, puede ser posible entregar genes o proteinas terapéuticas repetidamente a los vasos sanguineos
angiogénicos para el tratamiento sostenido de enfermedades que dependen de la angiogénesis y remodelacion
vascular. Este estudio representa un ejemplo de como se puede mejorar significativamente un inhibidor eficaz de la
angiogénesis y disminuir su toxicidad conjugandolo con un polimero.

EJEMPLO 2
Ensayo de Miles:

Uno de los problemas con enfermedades dependientes de la angiogénesis es la permeabilidad aumentada de los
vasos (debido a los altos niveles de VPF) que resulta en edema y pérdida de proteinas. Una disminucion en la
permeabilidad de los vasos es beneficiosa en esas enfermedades. Encontramos, usando el ensayo de Miles (Claffey
y otros, Cancer Res., 56: 172-181 (1996)), que TNP-470 libre y unido bloquean la permeabilidad. En resumen, un
colorante, azul de Evans, se inyecto por via intravenosa a ratones anestesiados. Después de 10 minutos, el VEGF 65
recombinante humano se inyectd por via intradérmica en la piel dorsal. La fuga del colorante unido a proteina se
detectdé como manchas azules en la parte inferior de la piel dorsal alrededor del sitio de inyeccién. Después de 20
minutos, los ratones se sacrificaron. Luego, la piel se extirpd, dejé en formamida por 5 dias para extraer y leer la
soluciéon a 620 nm. Los inhibidores potenciales de la angiogenésis tales como TNP-470 libre y conjugado se
inyectaron diariamente 3 dias antes del reto con VEGF. Lo mismo se repitié en ratones que portan el tumor para
evaluar el efecto de los inhibidores de la angiogénesis en la permeabilidad de los vasos del tumor.

Comparamos el TNP-470 libre y conjugado con otros inhibidores de la angiogénesis en el ensayo de Miles.
Encontramos que el TNP-470 libre y copolimero HPMA-TNP-470 tuvieron similar efecto inhibitorio en la
permeabilidad de los vasos inducida por VEGF en oposicion a los grupos controles e inhibidores indirectos de la
angiogénesis tales como Herceptina y talidomida (Figura 6).
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REIVINDICACIONES
Una composicién que comprende un TNP-470 conjugado con un polimero usando un enlazador, en donde
el polimero es soluble en agua y tiene un peso molecular en el intervalo de 15 a 40 kDa, en donde el
polimero es un copolimero de hidroxipropil(met)acrilamida-acido metacrilico, y en donde el enlazador
comprende por lo menos un enlace peptidico escindible.

La composicion de la reivindicacion 1, en donde el enlazador comprende Gly-Phe-Leu-Gly.

La composicion de la reivindicacion 1, que comprende ademas un ligando de orientacion, en donde el
ligando de orientacidn contiene la secuencia tripéptido RGD.

La composicion de la reivindicacion 1, que comprende la estructura:

CH ‘
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CHOH ¢o
NH
cH Ve
; o
HC —C >
| H:—%\ /
GO
NH )
| H_CH
DR
%u“z 3
N
?o
NH
? I(', 1)
! ! iH
Q /J\}L\ - \/)‘
X/L&/gm
’ O

.

en donde y esta en el intervalo de 0.04-20 y x esta en el intervalo de 80-99.96.

Una composicién como la reivindicada en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, para usar como un
medicamento.

Una composicién como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, para usar en el tratamiento
de una enfermedad angiogénica en un mamifero que lo necesita.

La composicion para el uso de la reivindicaciéon 6, en donde la enfermedad angiogénica es un tumor sélido.
Un método que comprende conjugar el TNP-470 a un polimero mediante un enlazador, en donde el
polimero es soluble en agua y tiene un peso molecular en el intervalo de 15 a 40 kDa, en donde el polimero
es un copolimero de hidroxipropil(met)acrilamida-acido metacrilico, en donde el enlazador comprende al
menos un enlace peptidico escindible, y en donde se disminuye la neurotoxicidad de TNP-470

13



ES 2398 381 T3

El método de la reivindicacion 8, en donde el producto de la conjugacién del TNP-470 con el polimero
comprende la estructura:

CH

|’ I 3 ] H B
. C ,‘_: F o R
*——[—H,, l ] i ]),

2 lco
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Lo

NH

!
O C qu Hy )2

)
[l Ii NH
LA A
1
. v‘I_)ML
o
‘\\_ ’//*‘\\ ! \‘\,. / 'Q\}{__./
N [

(_,H3

en donde y esta en el intervalo de 0.04-20 y x esta en el intervalo de 80-99.96.
10. El método de la reivindicacion, en donde y es 5-10 y x es 90-95.

1. Un conjugado HPMA-TNP-470 que comprende la estructura:
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en donde x es 90-95 y y es 5-10.
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