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DESCRIPCION
Micela polimérica de tipo de direccionamiento activo que porta farmaco encerrado en ella y composicion medicinal
Campo técnico

La presente invencion se refiere a una micela polimérica de direccionamiento activo que encapsula un farmaco, que
se dirige a una diana de dosificaciébn tal como una célula tumoral, una célula inflamatoria, una célula
inmunocompetente, un neovaso y un endotelio vascular, y a una composicién farmacéutica que utiliza la micela.

Técnica antecedente

Cuando se administra un farmaco de manera sistémica a través de la via oral y mediante una inyeccién intravenosa,
el farmaco se suministra no solo a un sitio focal tal como una diana de dosificacién sino también a tejido normal.
Como resultado, se observan efectos adversos debido a la administracion del farmaco, y en algunos casos debe
cambiarse o interrumpirse el método terapéutico. Con el fin de reducir los efectos adversos, se ha desarrollado un
farmaco denominado farmaco de diana molecular que tiene una capacidad de unién especifica a un marcador
molecular tal como un receptor, un ligando y una enzima peculiar para una diana de dosificacion (véase el
documento no de patente 1). Sin embargo, en la actualidad, tal farmaco de diana molecular no ha podido reducir
suficientemente los efectos adversos tal como se conoce en el caso de la aparicién de pneumonitis intersticial
debido a la administracion de gefitinib, y ademas, no presenta un efecto terapéutico suficiente en un sitio focal.

Desde los puntos de vista de suministrar especificamente un farmaco a una diana de dosificacion y mantener una
concentracién de farmaco Optima en las proximidades de la diana de dosificacion, estd atrayendo atraccion una
tecnologia denominada sistema de suministro de farmaco (“drug delivery system”, DDS). El documento de patente 1
da a conocer un DDS de conjugado de polimero de direccionamiento activo en el que se unen un farmaco y un
ligando a un polimero sintético. El documento no de patente 2 da a conocer una micela que se forma mediante el
autoensamblaje de un primer bloque anfifilico que consiste en folato-PEG-poli(aspartato-hidrazona-adriamicina) y un
segundo copolimero de bloque anfifilico que consiste en metoxi-PEG-poli(aspartato-hidrazona-adriamicina).

[Documento patente 1] Documento WO 2002/087497

[Documento no patente 1] Asahina H, Yamazaki K, Kinoshita |, et al., British Journal of Cancer, 95, 2006, pags. 998-
1004

[Documento no patente 2] Bae Y et al., Bioconjugate Chem., 18, 2007, pags. 1131-1139.
Sumario de la invencion

Problemas a solucionar mediante la invencién

Desde el punto de vista de reducir los efectos adversos, un farmaco que no se ha suministrado apropiadamente a
una diana de dosificacion se elimina deseablemente del organismo antes de dafar una célula normal. En el
conjugado de polimero descrito en el documento de patente 1 0 en la micela descrita en el documento no de patente
2, se unen un farmaco y un ligando a una cadena de polimero sintético. Por tanto, cuando el conjugado de polimero
o la micela se unen a un receptor correspondiente pero no se capta en una célula como diana de dosificacion, el
farmaco queda expuesto de manera continua a la sangre. Por tanto, tal DDS de direccionamiento activo
convencional deja todavia espacio para la mejora con el fin de reducir los efectos adversos.

Medios para solucionar los problemas

La presente invencion proporciona una micela polimérica de direccionamiento activo que encapsula un farmaco, que
incluye una unidad polimérica de estructura principal o que tiene un sitio de unién a diana y una unidad polimérica de
estructura principal B que tiene un farmaco y esta libre del sitio de unién a diana, estando dispuestas la unidad
polimérica de estructura principal o y la unidad polimérica de estructura principal p en una disposicién radial en un
estado en el que el sitio de union a diana se dirige hacia fuera y el farmaco se dirige hacia dentro, en la que: i)
cuando la micela se une a una diana mientras se mantiene la disposicién radial, la micela se capta en una célula
suministrando la diana a través de endocitosis, y el farmaco se libera en la célula por colapso de la disposicion radial
en la célula; y ii) cuando la disposicion radial colapsa en la sangre antes de que la micela se una a una diana, la
unidad polimérica de estructura principal  se excreta a través de metabolismo, para impedir de ese modo que una
célula normal resulte dafada por el farmaco, en la que los segmentos poliméricos hidréfilos de las unidades
poliméricas de estructura principal o y B son respectivamente una cadena de polietilenglicol, y los segmentos
poliméricos hidréfobos de las unidades poliméricas de estructura principal o y f son respectivamente una cadena de
poliaminoacido.
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En la presente memoria descriptiva, el sitio de unién a diana contenido en la unidad polimérica de estructura
principal a significa un sitio que tiene una funcién de reconocimiento biolégico de poder unirse especificamente a
una sustancia derivada de un organismo vivo y un virus y formar una pareja de unién bioldgica con la sustancia. Los
ejemplos de la sustancia derivada de un organismo vivo y un virus incluyen moléculas presentes en una célula viva,
una bacteria, un hongo y un virus. Los ejemplos de la célula viva incluyen una célula tumoral y una célula
neovascular y sus células marginales, una célula inmunocompetente (por ejemplo, una célula B), una célula
inflamatoria (por ejemplo, un leucocito), una célula endotelial vascular y células que forman diversos 6rganos. La
unidad polimérica de estructura principal o puede contener un sitio de union a diana incorporando compuestos tales
como una proteina, un péptido y una cadena de azlcar que forman cada uno una pareja de unién con tal sustancia.

En otro aspecto de la presente invencién, se proporciona una composicion farmacéutica que contiene la micela
polimérica mencionada anteriormente y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Efectos de la invencién

En la presente invencién, incorporando un farmaco y un sitio de unién a diana en unidades poliméricas separadas,
se ha dotado a una micela de un mecanismo de seguridad que puede eliminar un farmaco del organismo a través
del metabolismo cuando una estructura de micela colapsa antes de que la micela se capte en una célula como una
diana de dosificacion. Como resultado, se evita mas facilmente la aparicion de efectos adversos en comparacion con
un DDS de direccionamiento activo convencional.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 es un gréfico para ilustrar un ejemplo de datos sobre la acciéon de dafo a células cancerosas de la micela
polimérica de la presente invencion.

La figura 2 es un grafico para ilustrar otro ejemplo de datos sobre la accién de dafo a células cancerosas de la
micela polimérica de la presente invencion.

La figura 3 es un grafico para ilustrar datos sobre el cambio temporal en el volumen tumoral debido a la
administracién de la micela polimérica de la presente invencion.

La figura 4 es un grafico para ilustrar datos sobre el cambio temporal en el peso corporal de animales de prueba
debido a la administracién de la micela polimérica de la presente invencion.

La figura 5 es un gréfico para ilustrar un ejemplo de datos sobre la accion de dafio a células cancerosas de una
micela polimérica de direccionamiento activo que esta libre de farmaco.

Las figuras 6A a 6C son cada una un diagrama conceptual para explicar la estructura y la acciéon de la micela
polimérica de la presente invencion.

Mejor modo para llevar a cabo la invencion

Tal como se muestra en la figura 6A, una micela 100 polimérica segun una realizacién de la presente invencion tiene
una unidad 10 polimérica de estructura principal a y una unidad 20 polimérica de estructura principal §. La unidad 10
polimérica de estructura principal o tiene un residuo de un compuesto que tiene un sitio 11 de unién a diana, un
segmento 12 polimérico hidrdfilo tipificado por una cadena de polietilenglicol y un segmento 13 polimérico hidr6fobo
tipificado por una cadena de poliaminoacido. El polietilenglicol puede denominarse PEG. El sitio 11 de unién a diana
esta unido al segmento 12 polimérico hidrofilo. La unidad 20 polimérica de estructura principal B tiene un farmaco 14,
el segmento 12 polimérico hidréfilo tipificado por una cadena de polietilenglicol, y el segmento 13 polimérico
hidrofobo tipificado por una cadena de poliaminoacido. El farmaco 14 estd unido al segmento 13 polimérico
hidréfobo a través de un enlace éster o un enlace amida. Tal como se describid anteriormente, la unidad 10
polimérica de estructura principal o tiene el sitio 11 de unién a diana y esta libre del farmaco 14, y la unidad 20
polimérica de estructura principal B tiene el farmaco 14 y esta libre del sitio 11 de unién a diana. Ademas, la unidad
10 polimérica de estructura principal a y la unidad 20 polimérica de estructura principal p estan dispuestas en una
disposicion radial en un estado en el que el sitio 11 de union a diana se dirige hacia fuera y el farmaco 14 se dirige
hacia dentro. Tal como se muestra en la figura 6A, la micela 100 polimérica puede contener una unidad 30
polimérica de estructura principal y que esta libre del sitio 11 de unién a diana y el farmaco 14 y esta constituida por
el segmento 12 polimérico hidréfilo y el segmento 13 polimérico hidréfobo.

En la presente memoria descriptiva, el estado en el que la unidad 10 polimérica de estructura principal a y la unidad
20 polimérica de estructura principal B estan dispuestas en una disposicién radial puede ser un estado en el que las
unidades estan agregadas estando dirigido el sitio 11 de unién a diana hacia fuera y estando dirigido el farmaco 14
hacia dentro, y puede ser una micela que tiene una estructura de disposicion radial ligeramente colapsada en la que
los puntos de partida de la disposicién de las unidades respectivas no coinciden entre si. La micela 100 polimérica
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puede ser un agregado polimérico secado constituido por la unidad 10 polimérica de estructura principal o y la
unidad 20 polimérica de estructura principal f.

Tal como se muestra en la figura 6B, cabe la posibilidad de que, cuando la micela 100 polimérica se une a la diana
40 mientras se mantiene una disposicién radial, la micela se capta en una célula 50 suministrando una diana 40 a
través de endocitosis (representado en el centro en la figura 6B), y entonces se libera el farmaco 14 encapsulado en
la célula 50 por el colapso de la disposicion radial en la célula 50. Mas especificamente, cabe la posibilidad de que la
unidad 20 polimérica de estructura principal B transite a un lisosoma en la célula 50, y el farmaco 14 se libere por
escision de un enlace éster con una enzima tipificada por una esterasa.

Se sabe que, en principio, un polimero que tiene un peso molecular de varias decenas de miles 0 menos se excreta
rapidamente en la orina a través del rifdn. Por tanto, incluso si la disposicién radial de la micela 100 polimérica
colapsa antes de que se capte la micela en una diana de dosificacion tal como se muestra en la figura 6C y el
farmaco 14 se expone a la sangre 60, la unidad 20 polimérica de estructura principal B que tiene un peso molecular
de varias decenas de miles o menos no se fija a la diana 40, de modo que el farmaco 14 no queda expuesto de
manera continua a la sangre 60 y se elimina rapidamente del organismo a través del metabolismo. Por tanto, se ha
dotado a la micela 100 polimérica de un mecanismo de seguridad para impedir que una célula normal resulte
dafada por un farmaco incluso cuando una estructura de micela colapsa antes de que la micela se capte en una
diana de dosificacion.

Se prefiere que la unidad polimérica de estructura principal a se represente mediante la férmula general I: Z-A4+-B1 y
esté constituida por un compuesto que tiene un sitio de unién a diana y un copolimero de bloque, y la unidad
polimérica de estructura principal  se represente mediante la formula general Il: A>-Bx(-D) y esté constituida por un
farmaco y un copolimero de bloque. En las férmulas: Z representa un residuo de un compuesto que tiene un sitio de
unién a diana; A1 y Az representan cada uno independientemente un segmento de cadena de polietilenglicol; By y B>
representan cada uno independientemente un segmento de cadena de poliaminodcido; y D representa un farmaco.

La unidad polimérica de estructura principal o puede formarse mediante una reaccion de condensacion o adicién de
un copolimero de bloque que tiene un grupo de unién tal como un grupo hidroxilo, un grupo carboxilo, un grupo
aldehido, un grupo amino, un grupo mercapto y un grupo maleimida en el extremo terminal o del segmento de
cadena de polietilenglicol, y teniendo el compuesto un sitio de unién a diana.

El extremo terminal o del segmento de cadena de polietilenglicol en la unidad polimérica de estructura principal 3
puede tener el grupo de uniéon mencionado anteriormente tal como un grupo hidroxilo, y preferiblemente tiene un
grupo alcoxilo o grupo alquilo lineal o ramificado que tiene de 1 a 12 atomos de carbono (Cy a C12) 0 un grupo
hidroxilo.

Los ejemplos del segmento de cadena de poliaminodcido incluyen poli(acido glutamico) o su derivado de éster o
amida, y poli(acido aspartico) o su derivado de éster o amida. Tal derivado de éster o0 amida puede formarse dejando
que un compuesto de amino o compuesto de hidroxilo correspondiente que tiene un grupo organico hidréfobo
reaccione con un derivado reactivo (por ejemplo, un éster) de poli(acido glutamico) o poli(acido aspartico). Los
ejemplos del grupo organico hidréfobo incluyen un alquilo que tiene de 1 a 6 atomos de carbono (C1 a Ce)-fenilo,
colesterol y un alquilo lineal o ramificado que tiene de 8 a 18 atomos de carbono (Cs a Cys).

El copolimero de bloque en la unidad polimérica de estructura principal a y la unidad polimérica de estructura
principal B puede formarse mediante, por ejemplo, el método descrito en el documento JP 02-300133 A, es decir,
realizando una reaccion usando Y-PEG-CH>CH>CHx-NH: (Y representa un grupo funcional o un sustituyente que
puede estar protegido) como iniciador, y en un disolvente organico deshidratado, afadiendo N-carboxi-y-bencil-L-
glutamato o N-carboxi-B-bencil-L-aspartato para lograr un grado de polimerizacién deseado. Cuando se incorpora un
grupo hidréfobo mas voluminoso que un grupo bencilo, el grupo bencilo puede sustituirse por un grupo alquil Cs-
fenilo, colesterol o un grupo alquilo Cs a Cyg. Para tal grupo hidréfobo, puede incorporarse un grupo hidréfobo que
tiene un grupo hidroxilo o un grupo amino en una cadena lateral de poli(acido glutdmico) usando un agente de
condensacion tal como diciclohexilcarbodiimida y diisopropilcarbodiimida en un disolvente organico deshidratado.

Se prefiere que la unidad polimérica de estructura principal o tenga la estructura representada por la férmula general
I-a o I-b indicada a continuacién, y la unidad polimérica de estructura principal B tenga la estructura representada por
la férmula general ll-a o ll-b indicada a continuacion:
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en las que: Ry representa un residuo de un compuesto que tiene un sitio de unién a diana; Rz representa un grupo
alquilo que tiene de 1 a 12 atomos de carbono que puede tener un grupo hidroxilo en el extremo terminal; L4
representa O(CH2)pNH; L2 representa O(CH2),-CO-; p representa un numero entero que oscila entre 1 y 5; R
representa un atomo de hidrégeno o un grupo organico hidréfobo; g representa 1 6 2; ny y nz representan cada uno
independientemente un numero entero que oscila entre 40 y 450; my y m2 representan cada uno
independientemente un nimero entero que oscila entre 20 y 80; al menos del 10% al 70% del nimero total m, de Rs
representa un residuo del farmaco que puede tener un grupo de unidn; y si esta presente, el resto del grupo es un
atomo de hidrégeno o un grupo organico hidréfobo.

Tanto n1 como ny representan preferiblemente un nimero entero que oscila entre 40 y 450, mas preferiblemente un
numero entero que oscila entre 70 y 350, y de manera particularmente preferible un nimero entero que oscila entre
110 y 280. Tanto my como my representan preferiblemente un nimero entero que oscila entre 20 y 80 y mas
preferiblemente un nimero entero que oscila entre 25 y 50. Los valores numéricos de ni, nz, my y my son valores
promedio.

En la micela 100 polimérica, la unidad 10 polimérica de estructura principal a y la unidad 20 polimérica de estructura
principal B estan presentes en un intervalo de 1:19 a 19:1 a una razén molar.

Tal como se describié anteriormente, los ejemplos del compuesto que tiene el sitio 11 de unién a diana incluyen una
proteina, un péptido o una cadena de azlcar que forma una pareja de unién con una sustancia derivada de un
organismo vivo y un virus. Los ejemplos de tal proteina incluyen un anticuerpo que se une a una sustancia derivada
de un organismo vivo y un virus y un fragmento del mismo, transferrina y factor de crecimiento epidérmico (EGF).
Los ejemplos del anticuerpo incluyen anticuerpos que reconocen antigenos tales como EGFR, Her2, CD20, VEGFR,
y CD52 como receptor y antigenos de superficie celular altamente expresados en la superficie de una diana de
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dosificacién tipificada por una célula cancerosa. El anticuerpo puede ser un anticuerpo monoclonal o un anticuerpo
policlonal. El fragmento del anticuerpo puede ser cualquier fragmento que tenga una longitud suficiente para
reconocer especificamente un antigeno, y los ejemplos del mismo incluyen (Fab’)2 y Fab. Los ejemplos del péptido
incluyen insulina, LHRH, IGF y derivados de los mismos. Los ejemplos de los azlcares incluyen azlcares que tienen
residuos de glucosa, manosa, galactosa y fucosa.

Cuando la diana 40 con la que el residuo del compuesto que tiene el sitio 11 de unién a diana forma una pareja de
unién es una sustancia derivada de un virus, la célula que suministra la sustancia estd muerta por la destruccién de
la membrana celular debido a un virus infectante y, por tanto, la micela 100 polimérica no puede captarse en la
célula a través de endocitosis. Por tanto, en la presente memoria descriptiva, cuando la diana 40 es una sustancia
derivada de un virus, una célula presente alrededor de la diana 40 se considera como la célula que suministra la
diana 40. Cuando la sustancia derivada de un virus esta presente fuera de la célula, tal célula marginal esta también
infectada con el virus con una alta probabilidad y, por tanto, es significativo suministrar el farmaco a la célula
marginal.

Los ejemplos del farmaco 14 incluyen un derivado de acido nucleico, docetaxel, camptotecinas, epotilona A,
epotilona B, epotilona C, epotilona D y derivados de esas epotilonas, temsirolimus, everolimus, trabectedina,
vorinostat, acetato de octreotida, mitoxantrona, vincristina, cefalexina, cefaclor, ampicilina, bacampicilina,
amoxicilina, kanamicina, amikacina, arbekacina, dibekacina, sisomicina, tobramicina, eritromicina, claritromicina,
rokitamicina, cloramfenicol, vancomicina, fluconazol, vidarabina, aciclovir, didanosina, zidovudina, zalcitabina,
lamivudina, zanamivir, oseltamivir, lopinavir y ritonavir. Los ejemplos del derivado de acido nucleico incluyen
gemcitabina, nelarabina, clofarabina, decitabina, estreptozocina, doxifluridina y fludarabina. El derivado de &cido
nucleico puede ser una sal. Sin embargo, se prefiere que el derivado de acido nucleico no sea una sal cuando se
deja que se una a la unidad polimérica de estructura principal B a través de un enlace éster. Para derivados de
epotilonas, se muestran a modo de ejemplo patupilona, ixabepilona, BMS-310705, KOS-862 y ZK-EPO.

Cuando una pluralidad de grupos hidroxilo estdn presentes en un farmaco, la unidad polimérica de estructura
principal B puede adoptar una estructura en la que uno o mas de los grupos hidroxilo esta(n) unido(s) a un grupo
carboxilo en una cadena lateral de poli(acido glutamico) a través de un enlace éster. En la presente memoria
descriptiva, la unidad polimérica de estructura principal B también implica una estructura en la que un farmaco esta
unido a una pluralidad de grupos carboxilo en una cadena lateral de poli(acido glutamico) a través de un enlace
éster, y una estructura en la que dos o mas restos de copolimero de bloque estan reticulados mediante un farmaco.

La micela polimérica de la presente invencién puede formarse, por ejemplo, mezclando la unidad polimérica de
estructura principal o con la unidad polimérica de estructura principal B en una disolucién acuosa y dejando que la
mezcla se autoensamble para dar una forma de micela. Ademas, la micela polimérica de la presente invencién
puede formarse, por ejemplo, mezclando la unidad polimérica de estructura principal B con la unidad polimérica de
estructura principal y en una disolucion acuosa, dejando que la mezcla se autoensamble para dar una forma de
micela y dejando entonces que un compuesto que tiene un sitio de union a diana se una al extremo terminal o de un
segmento hidréfilo en la unidad polimérica de estructura principal y. La disolucién acuosa puede formarse, por
ejemplo, anadiendo un disolvente organico compatible con agua tal como etanol y dimetilsulféxido y un tampén
convencional a agua purificada. La preparacion de varias clases de unidades poliméricas de estructura principal o
que tienen capacidades de union a diana diferentes entre si, y varias clases de unidades poliméricas de estructura
principal B a las que se han unido farmacos diferentes entre si proporciona conveniencia porque pueden formarse
facilmente diversas micelas poliméricas de direccionamiento activo que encapsulan farmacos combinando
apropiadamente las unidades respectivas.

Un DDS de direccionamiento activo convencional tipificado por el conjugado de polimero descrito en el documento
de patente 1 se forma dejando que un compuesto que tiene un sitio de unién a diana se una a un copolimero de
bloque al que se ha unido un fa&rmaco a través de un enlace éster. Sin embargo, en el proceso de dejar que un
farmaco se una a un copolimero de bloque, un grupo funcional o un sustituyente al que se une un residuo del
compuesto que tiene un sitio de unién a diana en el copolimero de bloque puede perder la capacidad de unién al
compuesto. Ademas, el farmaco puede degradarse en el proceso de dejar que se una al compuesto. Por tanto, es
dificil preparar el DDS de direccionamiento activo convencional de una manera sencilla. Por otro lado, tal como se
describié anteriormente, usando la micela polimérica de la presente invencién, pueden formarse facilmente diversas
micelas poliméricas de direccionamiento activo que encapsulan farmacos mientras que se evita la desactivacion del
medicamento.

Segun la presente invencion, también puede proporcionarse una composicién farmacéutica que contiene la micela
polimérica mencionada anteriormente y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. El vehiculo farmacéuticamente
aceptable puede ser un diluyente y un excipiente cominmente usados en el campo técnico dependiendo de la forma
farmacéutica de interés, y preferiblemente es agua purificada, agua desionizada, un agente isotoénico y un ajustador
del pH adecuado para la preparacion de una formulacién liquida y una formulacion liofilizada como formulaciones
parenterales.
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La via de administracion de la composicion farmacéutica de la presente invencion es preferiblemente una
administracion parenteral tal como una administracion subcutédnea, una administracion intravenosa, una inyeccion
intraarterial y una administracion local, y de manera particularmente preferible una inyeccién intravenosa. La dosis
de la composicién farmacéutica debe ajustarse apropiadamente dependiendo de la clase y el uso del farmaco, la
edad y el género del paciente y el estado de salud del paciente, y se fija en un intervalo de 0,1 a 10.000 mg/m2 y
preferiblemente un intervalo de 1 a 1.000 mg/m al dia en cuanto al farmaco.

Ejemplos
A continuacion en el presente documento, la presente invencién se describe en mas detalle a modo de ejemplos.

(Ejemplo 1)

Se formé tal como sigue una micela de camptotecina unida a transferrina, que era una micela polimérica que tenia
transferrina como compuesto que tiene un sitio de unién a diana, y que encapsulaba camptotecina (CPT) como
farmaco.

En primer lugar, como unidad polimérica de estructura principal B, se formé un conjugado de camptotecina (PEG-
pGlu-CPT) tal como sigue. Se disolvié 1 g de PEG-pGlu-Ac en 80 ml de dimetilformamida anhidra (DMF anhidra).
Después de eso, se afiadieron a la misma 387 mg de camptotecina (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.). En PEG-
pGlu-Ac, PEG tiene una longitud de cadena de 12 kDa, el nimero promedio de residuos de acido glutamico es de 40
y la cadena lateral de acido glutamico es un acido carboxilico. Posteriormente, se afiadieron 823 mg de N,N’-
diisopropilcarbodiimida (KOKUSAN CHEMICAL Co., Ltd.) y 136 mg de dimetilaminopiridina (Wako Pure Chemical
Industries, Ltd.) en el orden establecido, y se agitdé la mezcla a 4°C durante 3 dias. Tras haberse elevado la
temperatura hasta temperatura ambiente, se agité adicionalmente la mezcla durante la noche Se transfiri6 el liquido
de reaccidn asi obtenido a un tubo de didlisis (Spectrum Laboratories, Spectra/Por punto de corte de peso
molecular 3500) y se dializ6 con agua purificada a 4°C. Tras la eliminacién de un precipitado de color blanco, se flltro
la disolucién de color amarillo obtenida a través de un filtro con un diametro de poro de 0,8 um (Millex™-AA
fabricado por Millipore Corporation). Se liofilizé el filtrado proporcionando 1,1 g de PEG-pGlu-CPT como un polvo de
color amarillo palido. PEG-pGlu-CPT esta en un estado (MeO-PEG-pGlu-CPT) en el que la camptotecina esta unida
a PEG-pGlu mediante un enlace éster. PEG-pGlu-CPT tiene una estructura representada por la formula general
anterior ll-a. PEG tiene una longitud de cadena de 12 kDa.

Se preparé un polimero (maleimida-PEG-PBLA) que tenia un grupo maleimida en el extremo terminal de PEG. En el
polimero, PEG tiene una longitud de cadena de 12 kDa. Se pesaron de manera precisa 10 mg de PEG-pGlu-CPT y
10 mg de maleimida-PEG-PBLA en un vial de muestra y se complementaron con 1 ml de agua purificada. Se agité la
mezcla a 4°C durante un dia y una noche completos, entonces se sometio a ultrasonicacion usando un biodisruptor
(High Power Unit fabricado por NISSEI Corporation) con enfriamiento con hielo durante 10 minutos, y se filtrd a
través de un filtro de 0,22 um (Millexm)GP PES fabricado por Millipore Corporation) para recuperar el filtrado. Se
sometié el filtrado a filtracién en gel [PD-10 fabricado por GE Healthcare Bio-Sciences Ltd., eluyente: tampén fosfato
de sodio 20 mM (pH 7,0)] para recuperar la fraccién micelar (1,5 ml). La fraccién micelar contiene una micela que
tiene PEG-pGlu-CPT y maleimida-PEG-PBLA dispuestos en una disposicion radial.

A 40 mg de transferrina derivada de ser humano (Sigma-Aldrich Corporation) (a continuacién en el presente
documento, la transferrina puede denominarse Tf), se les afadieron un tampén borato 0,2 M (pH 8,0), &cido
etilendiaminotetraacético (EDTA) 100 mM y agua purificada para disolver Tf. Posteriormente, se afiadieron
adicionalmente 138 pl de un reactivo de Traut 10 mg/ml (Pierce Chemical Co.) de modo que la concentracion final
del tampon borato seria 50 mM y la concentracion final de EDTA seria 2 mM, para preparar de ese modo un total de
1 ml de un liquido mezclado. Después de eso, se dejo reposar el liquido mezclado a 30°C durante 45 minutos. Se
sometié el liquido de reaccion asi obtenido a filtracién en gel [PD-10 fabricado por GE Healthcare Bio-Sciences Ltd.,
eluyente: tampodn fosfato de sodio 20 mM (pH 7,0), EDTA 2 mM] para recuperar la fraccion de polimero (1,5 ml).

Se mezclaron 0,75 ml del liquido recuperado y 0,75 ml de la fracciéon micelar mencionada anteriormente entre si 'y se
dejaron reposar a 30°C durante 2 horas, para dejar de ese modo que el grupo maleimida en maleimida-PEG-PBLA
reaccionara con Tf. Por tanto, se formé una micela que contenia un polimero unido a transferrina como unidad
polimérica de estructura principal a. El polimero unido a transferrina tiene una estructura representada por la férmula
general anterior I-a. PEG tiene una longitud de cadena de 12 kDa. En el liquido de reaccién, el tampdn fosfato de
sodio tiene una concentracién final de 20 mM, y EDTA tiene una concentracion final de 1 mM. Posteriormente, se
anadié un tampon formiato de amonio 200 mM al liquido de reaccién para ajustar el pH a 5. Después de eso, se
purificé el liquido de reaccion mediante filtracion en gel [Sepharose CL-4B (1®X30 cm), eluyente: tampdn acetato de
sodio 20 mM (pH 5,0)] para eliminar Tf sin reaccionar.

Se concentré la fraccion micelar recuperada hasta aproximadamente 2 ml mediante ultrafiltracion (Amicon Ultra-15
fabricado por Millipore Corporation), entonces se complementé con un tampén NaHCO3-Na>COs (pH 9,6) para
ajustar el pH a 7, se complement6 adicionalmente con 20 pl de una disolucion de cisteina 100 mM y se dej6 reposar
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a temperatura ambiente durante 10 minutos. Se sometié el liquido de reaccion asi obtenido a filtracién en gel [PD-10
fabricado por GE Healthcare Bio-Sciences Ltd., eluyente: tampén fosfato de sodio 20 mM (pH 7,4)] para recuperar la
fraccion de polimero (3 ml). A la fraccién de polimero se le afadieron 30 pl de cada uno de FeClz 1 M y NaxCO3z 100
mM (ajustado con &cido citrico 100 mM para tener un pH de 7,0). Se dejo reposar el liquido mezclado asi obtenido a
4°C durante la noche, y entonces se sometié a ultrafiltracién (Amicon Ultra-15 fabricado por Millipore Corporation).
Se concentré finalmente el liqguido mezclado hasta aproximadamente 2 ml realizando repetidamente la dilucién con
un tampon fosfato de sodio 20 mM (pH 7,4) y la eliminacion del ién hierro. Se filtré el liquido concentrado a través de
un filtro de 0,22 um (Millex(R)GV fabricado por Millipore Corporation) para recuperar el filtrado. Por tanto, se obtuvo
una disolucién que contenia una micela de camptotecina unida a transferrina.

(Ejemplo 2)

Se form6 una micela de docetaxel unida a transferrina, que era una micela polimérica que tenia transferrina como
compuesto que tiene un sitio de unién a diana, y que encapsulaba docetaxel como farmaco, de la misma manera
que en el ejemplo 1 excepto porque la unidad polimérica de estructura principal  se cambié por un conjugado de
docetaxel (PEG-pGlu-DTX) usando docetaxel (DTX) como farmaco. Los restos de copolimero de bloque que forman
PEG en la unidad polimérica de estructura principal a y la unidad polimérica de estructura principal B tenian una
longitud de cadena de 10 kDa en ambas unidades. PEG-pGlu-DTX esta en un estado (MeO-PEG-pGlu-DTX) en el
que el docetaxel esta unido a PEG-pGlu mediante un enlace éster, y tiene una estructura representada por la
férmula general anterior Il-a.

Se formé PEG-pGlu-DTX como unidad polimérica de estructura principal p tal como sigue. Se disolvieron 500 mg de
un copolimero de bloque de polietilenglicol-poli(acido glutamico) (PEG-pGlu-Ac) en el que el poli(acido glutamico) se
habia acetilado en un extremo terminal en 10 ml de DMF anhidra (Kanto Chemical Co., Inc.). Después de eso, se
anadieron al mismo 1,06 g de docetaxel (ScinoPharm Taiwan, Ltd). En PEG-pGlu-Ac, PEG tiene un peso molecular
promedio de 10.000, el numero promedio de residuos de acido glutdmico es de 40 y la cadena lateral de acido
glutdmico es un acido carboxilico. Posteriormente, se anadieron 160 mg de 4-dimetilaminopiridina (Wako Pure
Chemical Industries, Ltd.) y 210 ul de N,N’-diisopropilcarbodiimida (KOKUSAN CHEMICAL Co., Ltd.) en el orden
establecido, y se agitd la mezcla a temperatura ambiente durante la noche. Se hizo gotear el liquido de reaccién asi
obtenido en 500 ml de una disolucion mezclada de hexano y acetato de etilo (razén en volumen: 1:1) para cristalizar
el polimero. Después de eso, se recogio el polimero mediante filtracion a presion reducida. Se suspendié el polimero
recogido mediante filtracion en 100 ml de agua purificada para preparar una micela polimérica. Se someti6 la micela
polimérica a ultrafiltracién (Labscale TFF System fabricado por Millipore Corporation, valor de punto de corte de peso
molecular: 100.000, diluido 5 veces y entonces concentrado hasta 100 ml). Se realiz6 repetidamente la operacion de
ultrafiltracién 5 veces, seguido por liofilizacién. El polimero obtenido mediante liofilizacién, que se habia disuelto en
10 ml de DMF anhidra, se hizo gotear en 500 ml de una disolucién mezclada de hexano y acetato de etilo (razén en
volumen: 1:1) para cristalizar el polimero. Después de eso, se recogio el polimero mediante filiracion a presion
reducida. Se lavo el polimero recogido mediante filtracién en una forma de polvo afadiendo el polimero a 100 ml de
una disolucion mezclada de hexano y acetato de etilo (razén en volumen: 1:1) y entonces se recogié mediante
filtracion a presion reducida. Se sec6 el polimero recogido mediante filtracién a presiéon reducida a temperatura
ambiente durante la noche proporcionando 530 mg de PEG-pGlu-DTX como un polvo de color amarillo pélido.

Se disolvié 1 mg de PEG-pGlu-DTX en 10 ml de una disolucion mezclada de agua purificada y etanol (razén en
volumen: 1:1). Se midié el contenido de docetaxel mediante la absorbancia de luz a una longitud de onda de 233 nm
y se encontrd que era de 14,3 moléculas por polimero. PEG-pGlu-DTX esta en un estado (MeO-PEG-pGlu-DTX) en
el que el docetaxel estd unido a PEG-pGlu-Ac mediante un enlace éster. PEG-pGlu-DTX tiene una estructura
representada por la férmula general anterior 1l-a. PEG tiene una longitud de cadena de 10 kDa.

(Ejemplo 3)

Se formo tal como sigue una micela de docetaxel unida a EGF, que era una micela polimérica que tenia factor de
crecimiento epidérmico (EGF) como compuesto que tiene un sitio de unién a diana, y que encapsulaba docetaxel
(DTX) como farmaco.

Se formé un conjugado de DTX (PEG-pGlu-DTX) como unidad polimérica de estructura principal f de la misma
manera que en el ejemplo 2.

Se preparoé un polimero (maleimida-PEG-PBLA) que tenia una longitud de cadena de PEG de 10 kDa y que tenia un
grupo maleimida en el extremo terminal de PEG. Se pesaron de manera precisa 5 mg del polimero y 5 mg de PEG-
pGlu-DTX en un vial de muestra, se complementaron con 1 ml de agua purificada y entonces se trataron de la
misma manera que en el ejemplo 1, para recuperar de ese modo la fraccion micelar (1,5 ml). La fraccion micelar
contiene una micela que tiene PEG-pGlu-DTX y maleimida-PEG-PBLA dispuestos en una disposicion radial.

A un vial cargado con 1 mg de EGF humano recombinante (R&D Systems, Inc.), se le afadi6 1 ml de agua
purificada para preparar una disoluciéon de EGF 1 mg/ml. A 0,5 ml de la disolucion de EGF, se les afadieron un



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2432152713

tampo6n borato 0,2 M (pH 8,0), acido etilendiaminotetraacético (EDTA) 100 mM y agua purificada, y se afadieron
adicionalmente 138 pl de un reactivo de Traut 10 mg/ml (Pierce Chemical Co.) de modo que la concentracion final
del tampon borato seria 50 mM y la concentracion final de EDTA seria 2 mM, para preparar de ese modo un total de
1 ml de un liquido mezclado. Después de eso, se dejé reposar el liquido mezclado a 30°C durante 45 minutos.
Posteriormente, se sometié el liquido de reaccion asi obtenido a filtracion en gel [PD-10 fabricado por GE Healthcare
Bio-Sciences Ltd., eluyente: tampon fosfato de sodio 20 mM (pH 7,0), EDTA 2 mM] para recuperar la fraccion de
polimero (1,5 ml).

Se mezclaron 1,5 ml del liquido recuperado y 0,5 ml de la fraccidon micelar mencionada anteriormente entre si y se
dejaron reposar a 30°C durante 2 horas, para permitir de ese modo que el grupo maleimida en maleimida-PEG-
PBLA reaccionara con EGF. Por tanto, se form6 una micela que contenia un polimero unido a EGF como unidad
polimérica de estructura principal a. El polimero unido a EGF tiene una estructura representada por la férmula
general anterior I-a. Se purificé el liquido de reaccién asi obtenido mediante filtracién en gel [Sepharose CL-4B
(1®X30 cm), eluyente: tampdn acetato de sodio 20 mM (pH 7,4)] para eliminar EGF sin reaccionar.

Se concentré la fraccion micelar recuperada hasta aproximadamente 2 ml mediante ultrafiltracion (Amicon Ultra-15
fabricado por Millipore Corporation) proporcionando una disolucién que contenia una micela de docetaxel unida a
EGF.

(Ejemplo 4)

Se formo tal como sigue una micela de everolimis unida a anticuerpo anti-RANKL, que era una micela polimérica
que tenia un anticuerpo anti-RANKL como compuesto que tiene un sitio de union a diana, y que encapsulaba
everolimus (EVE) como farmaco.

En primer lugar, se formé un conjugado de everolimis (PEG-pGlu-EVE) como unidad polimérica de estructura
principal B tal como sigue. Se disolvieron 140 mg de un copolimero de bloque de polietilenglicol-poli(acido glutamico)
(PEG-pGlu-Ac) en el que el poli(acido glutamico) se habia acetilado en un extremo terminal en 10 ml de DMF
anhidra (Kanto Chemical Co., Inc.) y entonces se complementaron adicionalmente con 142 mg de everolimis
(MOLCAN. Co.). En PEG-pGlu-Ac, PEG tiene un peso molecular promedio de 10.000, el nimero promedio de
residuos de acido glutamico es de 40 y la cadena lateral de acido glutamico es un acido carboxilico. Posteriormente,
se afadieron 16,9 mg de 4-dimetilaminopiridina (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) y 22,0 pl de N,N’-
diisopropilcarbodiimida (KOKUSAN CHEMICAL Co., Ltd.) en el orden establecido, y se agité la mezcla a
temperatura ambiente durante la noche. Se hizo gotear el liquido de reaccion asi obtenido en 100 ml de una
disolucién mezclada de hexano y acetato de etilo (razén en volumen: 3:1) para cristalizar el polimero. Después de
eso, se recogio el polimero mediante filtracion a presion reducida. Se dializé el polimero recogido mediante filtracién,
que se habia disuelto en DMF anhidra, con 1 | de agua destilada durante 2 dias [punto de corte de peso molecular
(MWCO) =3500, se intercambié el agua destilada 4 veces] y entonces se liofiliz6. Se hizo gotear el polimero
obtenido mediante liofilizacion, que se habia disuelto en 10 ml de DMF anhidra, en 100 ml de una disolucién
mezclada de hexano y acetato de etilo (razén en volumen: 3:1) para cristalizar el polimero. Después de eso, se
recogio el polimero mediante filtracién a presién reducida. Se lavé el polimero recogido mediante filtracion en una
forma de polvo anadiendo el polimero a 100 ml de una disolucion mezclada de hexano y acetato de etilo (razon en
volumen: 3:1) y se recogié6 mediante filtracion a presién reducida. Se sec6 el polimero recogido mediante filtracion a
presién reducida a temperatura ambiente durante la noche proporcionando 180 mg de PEG-pGlu-EVE como un
polvo de color amarillo pélido.

Se disolvi6 1 mg de PEG-pGlu-EVE en 25 ml de una disolucion mezclada (razén en volumen: 1:1) de agua
purificada y metanol. Se midié el contenido de everolimis mediante la absorbancia de luz a una longitud de onda de
278 nm y se encontré que era de 12,6 moléculas por polimero. PEG-pGlu-EVE esté en un estado (MeO-PEG-pGlu-
EVE) en el que el everolimus esta unido a PEG-pGlu mediante un enlace éster. PEG-pGlu-EVE tiene una estructura
representada por la férmula general anterior ll-a. PEG tiene una longitud de cadena de 10 kDa.

Se pesaron de manera precisa 5 mg de PEG-pGlu-EVE en un vial de muestra y se complementaron con 1 ml de
agua purificada. Se agité la mezcla a 4°C durante un dia y una noche completos, entonces se sometié a
ultrasonicacién usando un biodisruptor (High Power Unit fabricado por NISSEI Corporation) con enfriamiento con
hielo durante 10 minutos, y se filtré a través de un filtro de 0,22 um (MillexX™GP PES fabricado por Millipore
Corporation) para recuperar el filtrado. El filtrado contiene PEG-pGlu-EVE como unidad polimérica de estructura

principal f.

Se formé un polimero unido a anticuerpo anti-RANKL como unidad polimérica de estructura principal a tal como
sigue. Se prepard un polimero (maleimida-PEG-PBLA) que tenia un grupo maleimida en el extremo terminal de
PEG. En el polimero, PEG tiene una longitud de cadena de 10 kDa. Se pesaron de manera precisa 5 mg de
maleimida-PEG-PBLA en un vial de muestra, y se afiadié 1 ml de un tampén fosfato de sodio 20 mM (pH 7,0) a la
misma. Se agitdé la mezcla a 4°C durante un dia y una noche completos, entonces se sometié a ultrasonicacion
usando un biodisruptor (High Power Unit fabricado por NISSEI Corporation) con enfriamiento con hielo durante
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10 minutos, y se filtré a través de un filtro de 0,22 um (Millex™GP PES fabricado por Millipore Corporation) para
recuperar un filtrado que contenia maleimida-PEG-PBLA.

A un vial cargado con 500 pg de un anticuerpo anti-RANKL (R&D Systems, Inc.), se le afiadieron 0,5 ml de PBS para
preparar una disolucion de anticuerpo anti-RANKL 1 mg/ml. A 0,4 ml de la disolucion de anticuerpo anti-RANKL, se
les afiadieron un tampén borato 0,2 M (pH 8,0), EDTA 100 mM y agua purificada, y se afiadieron adicionalmente 2 pl
de un reactivo de Traut 10 mg/ml (Pierce Chemical Co.) de modo que la concentracion final del tampdn borato seria
50 mM vy la concentracién final de EDTA seria 2 mM, para preparar de ese modo un total de 0,6 ml de un liquido
mezclado. Después de eso, se dejé reposar el liquido mezclado a 30°C durante 45 minutos. Posteriormente, se
sometié el liquido de reaccion asi obtenido a filtracién en gel [PD-10 fabricado por GE Healthcare Bio-Sciences Ltd.,
eluyente: tampodn fosfato de sodio 20 mM (pH 7,0), EDTA 2 mM] para recuperar la fraccion de polimero (1,5 ml).

Se mezclaron 1,5 ml del liquido recuperado y 38 ul del filtrado mencionado anteriormente que contenia maleimida-
PEG-PBLA entre si, se dejaron reposar a 30°C durante 2 horas, y se dejaron reposar adicionalmente a 4°C durante
la noche, para permitir de ese modo que el grupo maleimida en maleimida-PEG-PBLA reaccionara con un
anticuerpo anti-RANKL. Por tanto, se formd un polimero unido a anticuerpo anti-RANKL como unidad polimérica de
estructura principal o. El polimero unido a anticuerpo anti-RANKL tiene una estructura representada por la férmula
general anterior I-a. Se purificé el liquido de reaccién asi obtenido mediante filtracién en gel [Sepharose CL-4B
(1®X80 cm), eluyente: tampdn fosfato de sodio 20 mM (pH 7,4)] para eliminar el anticuerpo modificado con SH sin
reaccionar.

Se concentré la fraccion micelar recuperada hasta aproximadamente 1 ml mediante ultrafiltracion (Amicon Ultra-15
fabricado por Millipore Corporation, valor de punto de corte de peso molecular: 100.000) proporcionando una
disolucién que contenia un polimero unido a anticuerpo anti-RANKL.

Se mezclaron 36 pl del filtrado que contenia PEG-pGlu-EVE y 500 pl de la disolucién que contenia un polimero
unido a anticuerpo anti-RANKL entre si y se dejaron reposar a 4°C durante 3 dias, para proporcionar de ese modo
una disolucién que contenia una micela de everolimis unida a anticuerpo anti-RANKL. La micela de everolimds
unida a anticuerpo anti-RANKL tenia un diametro de particula promedio de 119 nm, que se midié con un instrumento
Zetasizer (Malvern Instruments Ltd.).

(Ejemplo 5)

Se formé tal como sigue una micela de everolimis unida a transferrina, que era una micela polimérica que tenia
transferrina como compuesto que tiene un sitio de uniéon a diana, y que encapsulaba everolimids (EVE) como
farmaco.

De la misma manera que en el ejemplo 4, se obtuvo un filtrado que contenia PEG-pGlu-EVE como unidad polimérica
de estructura principal .

Se form6 un polimero unido a transferrina como unidad polimérica de estructura principal o tal como sigue. En
primer lugar, de la misma manera que en el ejemplo 4, se obtuvo un filtrado que contenia maleimida-PEG-PBLA. Se
disolvieron 10 mg de transferrina humana (Sigma-Aldrich Corporation) en 1 ml de agua purificada para preparar una
disolucién de transferrina. A 696 ul de la disolucion transferrina, se les afiadieron un tampén borato 0,2 M (pH 8,0),
EDTA 100 mM y agua purificada, y se anadieron adicionalmente 34 ul de un reactivo de Traut 10 mg/ml (Pierce
Chemical Co.) de modo que la concentracion final del tampdn borato seria 50 mM y la concentracion final de EDTA
seria 2 mM, para preparar de ese modo un total de 1 ml de un liquido mezclado. Después de eso, se dejé reposar el
liguido mezclado a 30°C durante 45 minutos. Posteriormente, se sometié el liquido de reaccidén asi obtenido a
filtracion en gel [PD-10 fabricado por GE Healthcare Bio-Sciences Ltd., eluyente: tamp6n fosfato de sodio 20 mM (pH
7,0), EDTA 2 mM] para recuperar la fraccion de polimero (1,5 ml).

Se mezclaron 1,5 ml del liquido recuperado y 0,9 ml del filtrado mencionado anteriormente que contenia maleimida-
PEG-PBLA (concentracién de polimero: 5 mg/ml) entre si, se dejaron reposar a 30°C durante 2 horas (concentracion
final de tampon fosfato de sodio (pH 7,0): 20 mM, concentracion final de EDTA: 1 mM), y se dejaron reposar
adicionalmente a 4°C durante la noche, para dejar de ese modo que el grupo maleimida en maleimida-PEG-PBLA
reaccionara con transferrina. Por tanto, se formé un polimero unido a transferrina como unidad polimérica de
estructura principal o. El polimero unido a transferrina tiene una estructura representada por la formula general
anterior I-a.

Se purifico el liquido de reaccién asi obtenido mediante filtracion en gel [Sepharose CL-4B (1©X30 cm), eluyente:
tampon fosfato de sodio 20 mM (pH 7,4)] para eliminar la transferrina modificada con SH sin reaccionar. Se
concentré la fraccion micelar recuperada hasta aproximadamente 2 ml mediante ultrafiltracién (Amicon Ultra-15
fabricado por Millipore Corporation, valor de punto de corte de peso molecular: 100.000), entonces se complementé
con un tampdn NaHCO3-NaxCOs3 (pH 9,6) para ajustar el pH a 7, y se complement6 adicionalmente con 20 ul de una
disolucién de cisteina 100 mM, y se dejo reposar la mezcla a temperatura ambiente durante 10 minutos. Se sometié
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el liquido de reaccion asi obtenido a filtracién en gel [PD-10 fabricado por GE Healthcare Bio-Sciences Ltd.,
eluyente: tampdn fosfato de sodio 20 mM (pH 7,4)] para recuperar la fraccién de polimero (3 ml). A la fraccion de
polimero, se le afadieron 30 pl cada uno de FeClz 1 M y NaCO3 100 mM (ajustados a pH de 7,0 con &cido citrico
100 mM). Se dejoé reposar el liquido mezclado asi obtenido a 4°C durante la noche y entonces se sometié a
ultrafiltracién (Amicon Ultra-15 fabricado por Millipore Corporation, valor de punto de corte de peso molecular:
100.000). Se concentré finalmente el liquido mezclado hasta aproximadamente 3 ml realizando repetidamente la
dilucion con un tampén fosfato de sodio 20 mM (pH 7,4) y la eliminacion del i6n hierro, para proporcionar de ese
modo una disolucién que contenia un polimero unido a transferrina.

Se mezclaron 200 pl del filtrado que contenia PEG-pGlu-EVE y 500 pul de la disolucién que contenia un polimero
unido a transferrina entre si y se dejaron reposar a 4°C durante 3 dias, para proporcionar de ese modo una
disolucién que contenia una micela de everolimds unida a transferrina. La micela de everolimds unida a transferrina
tenia un diametro de particula promedio de 106 nm, que se midi6 con un instrumento Zetasizer (Malvern Instruments
Ltd.).

(Ejemplo comparativo 1)

Se form6 tal como sigue una micela polimérica que estaba libre de un residuo de un compuesto que tiene un sitio de
unién a diana y docetaxel encapsulado como farmaco (a continuacién en el presente documento, denominada
micela de DTX no unida a Tf para facilidad de explicacién). Se pesaron de manera precisa 10 mg de PEG-pGlu-DTX
formado en el ejemplo 2 en un vial de muestra, se complementaron con 1 ml de un tampén fosfato de sodio 20 mM
(pH 7,0) y se suspendieron. Se agit6 la suspension a 4°C durante un dia y una noche completos y entonces se
sometié a ultrasonicacion con un biodisruptor (High Power Unit fabricado por NISSEI Corporation) con enfriamiento
con hielo durante 10 minutos, y se filtr6 a través de un filtro con un didmetro de poro de 0,22 um [Millexm)GP PES
fabricado por Millipore Corporation] para recuperar el filtrado. Se sometié el filtrado a filtracion en gel (PD-10
fabricado por GE Healthcare Bio-Sciences Ltd., eluyente: disolucion de sacarosa al 10%) proporcionando una
fraccion de polimero que contenia una micela de DTX no unida a Tf.

(Ejemplo comparativo 2)

Se form6 tal como sigue una micela polimérica que estaba libre de un residuo de un compuesto que tiene un sitio de
unién a diana y camptotecina encapsulada como farmaco (a continuacion en el presente documento, denominada
micela de CPT no unida a Tf para facilidad de explicacién). Se pesaron de manera precisa 10 mg de PEG-pGlu-CPT
formado en el ejemplo 1 en un vial de muestra, se complementaron con 1 ml de agua purificada y se suspendieron.
Se agitd la suspensién a 4°C durante un dia y una noche completos, entonces se sometié a ultrasonicacién con un
biodisruptor (High Power Unit fabricado por NISSEI Corporation) con enfriamiento con hielo durante 10 minutos, y se
filtré a través de un filtro con un didmetro de poro de 0,22 um [MillexX™GP PES fabricado por Millipore Corporation]
para recuperar el filtrado. Se sometié el filtrado a filtracién en gel (PD-10 fabricado por GE Healthcare Bio-Sciences
Ltd., eluyente: tampén fosfato de sodio 20 mM (pH 7,0)) proporcionando una fraccién de polimero que contenia una
micela de CPT no unida a Tf.

(Ejemplo comparativo 3)

Se formé tal como sigue una micela polimérica que tenia Tf como compuesto que tiene un sitio de union a diana y
estaba libre de un farmaco (a continuacién en el presente documento, denominada micela vacia unida a Tf para
facilidad de explicacion).

Se prepar6 un polimero (maleimida-PEG-PBLG) que tenia un grupo maleimida en el extremo terminal de PEG. En el
polimero, PEG tiene una longitud de cadena de 10 kDa. Se pesaron de manera precisa 5 mg de maleimida-PEG-
PBLG en un vial de muestra y se complementaron con 1 ml de un tampén fosfato de sodio 20 mM (pH 7,0). Se agité
la mezcla a 4°C durante un dia y una noche completos, entonces se sometid6 a ultrasonicacion usando un
biodisruptor (High Power Unit fabricado por NISSEI Corporation) con enfriamiento con hielo durante 10 minutos, y se
filtr6 a través de un filiro de 0,22 um (Millexm)GP PES fabricado por Millipore Corporation), para recuperar de ese
modo un filtrado que contenia maleimida-PEG-PBLG.

A 10 mg de Tf derivada de ser humano (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.), se les afiadieron un tamp6n borato
0,2 M (pH 8,0), acido etilendiaminotetraacético (EDTA) 100 mM y agua purificada para disolver Tf. Posteriormente,
se afadieron adicionalmente 34 pl de un reactivo de Traut 10 mg/ml (Pierce Chemical Co.) de modo que la
concentracion final del tampon borato seria 50 mM y la concentracion final de EDTA seria 2 mM, para preparar de
ese modo un total de 1 ml de un liquido mezclado. Después de eso, se dejo reposar el liquido mezclado a 30°C
durante 45 minutos. Se someti6 el liquido de reaccion asi obtenido a filtracion en gel [PD-10 fabricado por GE
Healthcare Bio-Sciences Ltd., eluyente: tampén fosfato de sodio 20 mM (pH 7,0), EDTA 2 mM] para recuperar la
fraccién de polimero (1,5 ml).

Se mezclaron 1,5 ml del liquido recuperado y 0,9 ml del filtrado mencionado anteriormente que contenia maleimida-
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PEG-PBLG entre si, se dejaron reposar a 30°C durante 2 horas, y se dejaron reposar adicionalmente a 4°C durante
la noche, para dejar de ese modo que el grupo maleimida en maleimida-PEG-PBLG reaccionara con Tf. Se purificd
el liquido de reaccién asi obtenido mediante filtracion en gel [Sepharose CL-4B (2®X30 cm), eluyente: tampédn
fosfato de sodio 20 mM (pH 7,0)] para eliminar Tf modificada con SH sin reaccionar.

Se sometié la fraccion de polimero recuperada mediante filtracion en gel a ultrafiltracion (Amicon Ultra-15 fabricado
por Millipore Corporation, valor de punto de corte de peso molecular: 100.000) para recuperar la fraccién de polimero
(4 ml). Con 0,5 ml de la fraccion de polimero, se mezclaron 50 pl de FeClz 100 mM (&cido citrico 100 mM ajustado
con NapCO3z 1 M para tener un pH de 7,0). Se dejé reposar el liquido mezclado asi obtenido a 4°C durante 2 horas.
Después de eso, se elimind el idn hierro en exceso mediante filtracién en gel [PD-10 fabricado por GE Healthcare
Bio-Sciences Ltd., eluyente: tampén fosfato de sodio 20 mM (pH 7,0)] proporcionando una disolucién que contenia
una micela vacia unida a Tf.

[Prueba de citotoxicidad 1]

Se comparo la citotoxicidad de la micela de DTC unida a Tf en el ejemplo 2 con la citotoxicidad de la micela de DTX
no unida a Tf en el ejemplo comparativo 1. Se evalud la citotoxicidad de cada micela basandose en un método de
WST usando una célula MDA-MB-231 de cancer de mama humano adquirida de la Coleccion Europea de Cultivo
Celular (ECACC) a través de DS Pharma Biomedical Co., Ltd. tal como se describe a continuacién.

Se sembré la célula MDA-MB-231 de cancer de mama humano, que se habia suspendido en 90 ul de un medio, en
una placa de 96 pocillos de modo que la célula estuviese contenida a una concentracion de aproximadamente
5000 células por pocillo, y se cultivd bajo una atmésfera de 37°C y un 5% de CO- durante la noche. El medio estaba
formado por RPMI1640 (Gibco™, Invitrogen) y suero bovino fetal al 10% (FBS, Biowest). Posteriormente, se anadié
a cada pocillo (10 pl por pocillo) cada uno de los liquidos de muestra a diversas concentraciones de DTX obtenidos
diluyendo la disolucion micelar en el ejemplo 2 y la disolucion micelar en el ejemplo comparativo 1 con el medio, y se
realizé el cultivo bajo una atmoésfera de 37°C y un 5% de CO- durante 2 horas. Después de eso, se elimind el medio
del pocillo, se lavo el pocillo dos veces con solucion salina fisiolégica tamponada con fosfato (PBS) y se
complement6 con un medio nuevo (100 ul por pocillo), y se continué el cultivo hasta que el tiempo de cultivo total
alcanzd 72 horas. Después de eso, se afiadio un reactivo de WST (Doj indo Laboratories) (10 ul por pocillo), y se
continué el cultivo bajo una atmdsfera de 37°C y un 5% de CO. durante aproximadamente 2 horas. A partir de cada
pocillo, se midi6 la absorbancia (Abs450) de luz a una longitud de onda de 450 nm, y se calculé la tasa de
crecimiento celular (% de crecimiento celular) basandose en la ecuacion matematica indicada a continuacién. Debe
indicarse que “valor de Abs450 de control” en la ecuacién matematica significa una absorbancia obtenida a partir de
un pocillo en el que se ha realizado el cultivo mencionado anteriormente usando un liquido de cultivo libre de DTX.

% de crecimiento celular = [(valor de Abs450 tras la adicion de liquido de muestra) — (valor de Abs450 de blanco)] /
[valor de Abs450 de control) — (valor de Abs450 de blanco] x 100

La figura 1 es un gréafico que ilustra una tasa de crecimiento celular de una célula MDA-MB-231 frente a una
concentracién de docetaxel. El eje horizontal en el gréafico representa un valor de la cantidad de una micela en un
liqguido de muestra expresada en una concentracion de docetaxel. Los cuadrados negros son datos en el caso de
anadir la micela de DTX no unida a Tf, y los tridngulos negros son datos en el caso de afadir la micela de DTX unida
a Tf. La barra de error en cada uno de los datos es la desviaciéon estandar (DE). Tal como se muestra en el grafico
de la figura 1, la citotoxicidad de la micela de DTX unida a Tf sobre la célula MDA-MB-231 se present6 a partir de
una concentracion de DTX notablemente baja en comparacion con la de la micela de DTX no unida a Tf.

[Prueba de citotoxicidad 2]

En la prueba de citotoxicidad 2, se examinéd la citotoxicidad de cada una de la micela de DTX unida a Tf en el
ejemplo 2 y la micela de DTX no unida a Tf en el ejemplo comparativo 1 de la misma manera que en la prueba de
citotoxicidad 1 excepto porque el tiempo de cultivo que va a realizarse con la adicion del liquido de muestra se
cambié a 72 horas, inmediatamente después de eso, se anadié un reactivo de WST en una cantidad de 10 pl por
pocillo, y se continué el cultivo bajo una atmésfera de 37°C y un 5% de CO. durante aproximadamente 2 horas.

Se calcul6 la concentracion de DTX en cada micela basandose en la absorbancia de luz a una longitud de onda de
233 nm. Se resté la contribucién de Tf (tipo apo) en la absorbancia de luz a una longitud de onda de 233 nm en el
caso de la micela de DTX unida a Tf.

La figura 2 es un grafico que ilustra una tasa de supervivencia de una célula MDA-MB-231 frente a una
concentracién de docetaxel. El eje longitudinal, el eje horizontal, los cuadrados negros y los triangulos negros en el
grafico tienen los mismos significados que los del gréafico de la figura 1. La barra de error en cada uno de los datos
es la desviacion estandar (DE). Tal como se muestra en el grafico de la figura 2, la citotoxicidad de la micela de DTX
unida a Tf sobre la célula MDA-MB-231 se presenté a partir de una concentracién de DTX notablemente baja en
comparacioén con la de la micela de DTX no unida a Tf.
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[Prueba de citotoxicidad 3]

En la prueba de citotoxicidad 3, se examind la citotoxicidad de cada micela de la misma manera que en la prueba de
citotoxicidad 1 excepto porque se usd como célula una célula DU145 de cancer de préstata humano adquirida de la
Coleccion Americana de Cultivos Tipo (ATCC) a través de Summit Pharmaceuticals International Corporation, y se
usaron como micelas la micela de CPT unida a Tf en el ejemplo 1 y la micela de CPT no unida a Tf en el ejemplo
comparativo 2, y el tiempo de cultivo que va a realizarse con la adicion del liquido de muestra se cambié a 8 horas.

[Prueba de citotoxicidad 4]

En la prueba de citotoxicidad 4, se examind la citotoxicidad de cada micela de la misma manera que en la prueba de
citotoxicidad 3 excepto porque se usé como célula una célula HepG2 de cancer de higado humano adquirida de la
ECACC a través de DS Pharma Biomedical Co., Ltd.

[Prueba de citotoxicidad 5]

En la prueba de citotoxicidad 5, se examind la citotoxicidad de cada micela de la misma manera que en la prueba de
citotoxicidad 3 excepto porque se usd como célula una célula MDA-MB-231 de cancer de mama humano.

La tala 1 muestra los resultados de las pruebas de citotoxicidad 3 a 5. Los datos sobre la “disolucién” en la tabla 1
son los datos sobre el liquido de muestra preparado afiadiendo directamente CPT a un liquido de cultivo sin dejar
que CPT se encapsule en una micela.

[Tabla 1]

GI50 (ug/ml)

Nombre de la célula Origen Disolucién Micela no unida a Tf Micela unida a Tf | Efecto de Tf
DU145 Céncer de prostata humano 0,01 1,0 0,2 5,0
HepG2 Céncer de higado humano 0,04 1,0 0,1 10,0

MDA-MB-23 1 Cancer de mama humano 1,0 2,0 0,03 67,0

Efecto de Tf: GI50 de micela no unida a Tf/GI50 de micela unida a Tf

Se midié la concentracion de CPT en cada micela tal como sigue.

a) Método para la medicion de la concentracion de CPT

A 100 pl de una muestra de micelas, se les afiadieron 200 ul de HCI 6 N, y se calenté la mezcla en un criotubo (Leda
Chemical Co., Ltd.) a 100°C durante 1 hora. Se recuperaron 75 pl del liquido de reaccién obtenido, se neutralizaron
con la adicién de 50 pul de NaOH 6 N y entonces se filtraron a través de un filtro de 0,22 um (MILLEX™-GV fabricado
por Millipore Corporation). Se diluy6 el filirado 10 veces con un tampdén formiato de amonio 25 mM (pH 3,0), y se
llend un vial de muestra de HPLC con el liquido de muestra tratado y se midi6é para determinar su concentracion de
CPT mediante analisis de HPLC en las siguientes condiciones de analisis.

b) Condiciones de analisis de HPLC

Sistema: Waters Alliance System

Columna: Tosoh TSK-gel ODS-80TM (4,6X150 mm) (40°C)

Fase movil: Formiato de amonio 25 mM (pH 3,0)/acetonitrilo=70/30

Velocidad de flujo: 1 ml/min.

Deteccion: Fluorescencia (ex: 370 nm, em: 420 nm)

Volumen de inyeccion: 20 pl

[Prueba de citotoxicidad 6]

En la prueba de citotoxicidad 6, se examind la citotoxicidad de cada micela de la misma manera que en la prueba de
citotoxicidad 3 excepto porque se us6 como célula una célula MDA-MB-231 de cancer de mama humano adquirida
de la ECACC a través de DS Pharma Biomedical Co., Ltd., se us6 como micela la micela vacia unida a Tf en el
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ejemplo comparativo 3 y se extendié el tiempo de contacto de un medicamento y una célula hasta 72 horas.

La figura 5 es un grafico que ilustra una tasa de crecimiento celular de una célula MDA-MB-231 frente a una
concentracién de Tf. El eje horizontal en el grafico representa un valor de la cantidad de una micela en una
disolucion de muestra expresada en una concentracion de Tf. Los cuadrados negros son los datos en el caso de
anadir la micela vacia unida a Tf, los triangulos negros son los datos en el caso de afadir la micela de DTX unida a
Tf y los circulos blancos son los datos en el caso de afiadir la disolucién de Tf. La barra de error en cada uno de los
datos es la desviacion estandar (DE). Tal como se muestra en el grafico de la figura 5, la micela de docetaxel unida
a Tf presentaba una citotoxicidad excelente sobre la célula MDA-MB-231, mientras que la disolucion de Tf y la
micela vacia unida a Tf no tenian citotoxicidad.

[Prueba de evaluacién del efecto medicinal]

Se cultivé una célula MDA-MB-231 de cancer de mama humano usando un medio formado por RPMI1640 y FBS al
10% bajo una atmésfera de 37°C y un 5% de CO; hasta que el nimero de células en crecimiento alcanzé el nimero
de células requerido para el trasplante. Después de eso, se suspendio la célula en 100 ul de solucién salina
fisiologica, y se inoculé en el tejido subcutaneo dorsal de un ratén desnudo hembra [Balb nu/nu, 5 semanas de edad,
fabricado por Charles River Laboratories Japan Inc.]. El nimero de células inoculadas por ratén es de 3x10°.
Después de eso, se aliment6 el ratén desnudo durante 21 dias, y se inici6 la administracion de una micela que
encapsulaba un farmaco en el momento en el que el volumen tumoral era de 70,8+3,7 mm® (promedio + DE).

El programa de administracion incluia administracion intravenosa mediante la vena de la cola en un total de 3 veces
cada 4 dias, y para los 3 grupos indicados anteriormente, se midieron el volumen tumoral y el peso corporal del
raton 3 veces a la semana. El nimero de ratones era de 8 para cada grupo.

(1) Control (sin tratamiento)

(2) Micela de DTX no unida a Tf en el ejemplo comparativo 1 (dosis de DTX por administracién: 10 mg por kg de
peso corporal del ratén)

(3) Micela de DTX unida a Tf en el ejemplo 2 (dosis de DTX por administracién: 10 mg por kg de peso corporal del
raton)

La figura 3 es un grafico que ilustra un cambio dependiente del tiempo en el volumen tumoral. En el gréfico, el eje
longitudinal representa valores relativos para el volumen tumoral al inicio de la prueba, y el eje horizontal representa
el tiempo transcurrido (dias) desde el inicio de la prueba. En el gréfico, las flechas representan cada una el momento
en el que se ha administrado una micela que encapsula un farmaco. Los circulos negros son datos para un grupo
control, los triangulos negros son datos para un grupo de micela de DTX no unida a Tf, y los cuadrados negros son
datos para un grupo de micela de DTX unida a Tf. La figura 4 es un grafico que ilustra un cambio en el peso corporal
del raton. En el grafico de la figura 4, el eje longitudinal representa valores relativos para el peso corporal del raton al
inicio de la prueba. En el grafico de la figura 4, el eje horizontal, las flechas, los circulos negros, los triangulos negros
y los cuadrados negros tienen los mismos significados que los del gréafico de la figura 3. La barra de error en cada
dato es el error estandar (EE).

Tal como se muestra en los gréaficos en las figuras 3 y 4, la administracion de la micela de DTX unida a Tf permitié
que el crecimiento de la célula MDA-MB-231 de cancer de mama humano se suprimiese notablemente sin provocar
ninguna diferencia en el cambio en peso corporal del ratén, en comparacion con la administracion del control y la
micela de DTX no unida a Tf. Cuando se administr6 la micela de DTX unida a Tf, el valor de T/C (razén de volumen
tumoral del grupo tratado con farmaco (T) y el grupo control (C)) pudo reducirse hasta 0,33 en el dia 29 tras la
administracion, lo que no se mostré en el gréafico de la figura 3.
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REIVINDICACIONES

1. Micela polimérica de direccionamiento activo que encapsula un farmaco, que comprende una unidad polimérica
de estructura principal a que tiene un segmento polimérico hidréfilo, un segmento polimérico hidréfobo y un sitio de
unién a diana unido al segmento polimérico hidréfilo y esta libre de un farmaco, y una unidad polimérica de
estructura principal B que tiene un segmento polimérico hidréfilo, un segmento polimérico hidréfobo y un farmaco
unido al segmento polimérico hidr6fobo y esté libre del sitio de unién a diana, estando dispuestas la unidad
polimérica de estructura principal a y la unidad polimérica de estructura principal  en una disposicién radial en un
estado en el que el sitio de unién a diana se dirige hacia fuera y el farmaco se dirige hacia dentro, en la que:

i) cuando la micela se une a una diana mientras se mantiene la disposicién radial, la micela se capta en una célula
suministrando la diana a través de endocitosis, y el farmaco se libera en la célula por colapso de la disposicién radial
enlacélula,y

i) cuando la disposicion radial colapsa en la sangre antes de que la micela se una a una diana, la unidad polimérica
de estructura principal B se excreta a través del metabolismo, para impedir de ese modo que una célula normal
resulte dafada por el farmaco;

en la que los segmentos poliméricos hidréfilos de las unidades poliméricas de estructura principal o y B son
respectivamente una cadena de polietilenglicol, y los segmentos poliméricos hidréfobos de las unidades poliméricas
de estructura principal o y B son respectivamente una cadena de poliaminoacido.

2. Micela polimérica segun la reivindicacién 1, en la que la unidad polimérica de estructura principal o se representa

mediante la siguiente férmula general I-a o I-b, y la unidad polimérica de estructura principal B se representa
mediante la siguiente formula general ll-a o ll-b:

R4 OCH:CHg ), Lo ¢ COCHNH 3a, COUH;
(ém)q
beo @
o
|
R

Ry€OCH:CHz ¥, LaCNHCHCO 35, OCH,
(?Hﬁ)q
?‘a’-ﬂ (I-b)
(8]
i
R

Ry OCH2CHp 3, Lo€ COCHENH 3, COCH;
CHD.
(T

o
B
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MOCHzCHz‘}a.MNH?BGO%,OCHs
{?ﬁaq

?50 (1i-b)
i
Rs

en las que: Ry representa el residuo del compuesto que tiene un sitio de unién a diana; R> representa un grupo
alquilo C1 a C+2 que puede tener un grupo hidroxilo en un extremo terminal; Ly representa O(CHz),NH; L2 representa
O(CH2)p-CO-; p representa un nimero entero que oscila entre 1y 5; R representa un 4tomo de hidrégeno o un grupo
organico hidréfobo; g representa 1 6 2; ny y n2 representan cada uno independientemente un ndmero entero que
oscila entre 40 y 450; my y my representan cada uno independientemente un nimero entero que oscila entre 20 y 80;
al menos del 10% al 70% de un ndmero total m> de Rs representa un residuo del farmaco que puede tener un grupo
de ligador; y si esta presente, el resto del grupo es un atomo de hidrégeno o un grupo organico hidréfobo.

3. Composicion farmacéutica, que comprende la micela polimérica segun la reivindicacion 1 y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.
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