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NUEVO COMPLEJO DE FARMACOS

CAMPO TECNICO

La presente invencion se refiere a un copolimero novedoso Util para la tecnologia de administracion de
farmacos. Mas especificamente, la presente invencidn se refiere a un copolimero para un portador de
administracion de farmacos dirigido a tumores, una composicion farmacéutica en la cual una sustancia
fisioldgicamente activa tal como un agente anticanceroso se transporta en un copolimero y un

medicamento que contiene la composicion.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

En los Ultimos afios, se han llevado a cabo intensas investigaciones sobre sistemas de administracion de
farmacos (DDS, por sus siglas en inglés) como una técnica para administrar farmacos de forma eficiente
y segura a los sitios de enfermedad. Entre ellos, existe una creciente demanda de DDS que empleen
nanoparticulas como portadores de administracion de farmacos como una técnica para mejorar la
selectividad de la acumulacién de farmacos mediante la utilizacién de las caracteristicas estructurales
del sitio de enfermedad.

Por ejemplo, en tejido canceroso solido, dado que la estructura de un vaso neovascular (vaso sanguineo
tumoral) es inmadura en comparacién con un vaso sanguineo normal, se genera un espacio celular de
unos cientos de nm en el endotelio vascular, lo cual permite la permeacion de una gran cantidad de
sustancia. Debido a esta caracteristica estructural, se sabe que un compuesto polimérico que contiene
nanoparticulas permea selectivamente un vaso sanguineo tumoral y se acumula en el tejido canceroso
sdlido. Ademas, en el tejido canceroso sdlido, un sistema linfatico involucrado en la excrecion de
polimeros funciona mal, de manera que las nanoparticulas permeadas se retienen continuamente en el
tejido (efecto de permeabilidad y retencién mejoradas, efecto EPR). Dado que un farmaco de bajo peso
molecular general se filtra de un vaso sanguineo debido a la permeacion de membrana de las células
vasculares, se distribuye de forma no selectiva en el tejido y no se acumula en el tejido canceroso sdlido.
De conformidad con la metodologia del efecto EPR, la administracion de farmacos basada en
nanoparticulas da como resultado una selectividad de tejido mejorada para el cancer solido en la
distribucién de un farmaco, ya que la distribucién al tejido esta regida por la permeabilidad de espacios
celulares endoteliales vasculares. Por lo tanto, el efecto EPR es un apoyo académico prometedor en el
desarrollo de medicamentos aplicados a la nanotecnologia (nanomedicina) dirigidos al cancer sélido.
Se cree que un proceso de administracion de farmacos en el efecto EPR ocurre a través del flujo

sanguineo y que el proceso de extravasacion de nanoparticulas es pasivo. Por lo tanto, para maximizar
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la acumulacién de nanoparticulas en cancer sélido, es importante impartir un disefio molecular que
pueda soportar la retencion sanguinea a largo plazo a los componentes constituyentes de las
nanoparticulas utilizadas como portadores de administracion de farmacos. Los portadores de
administracion de farmacos por lo tanto requieren que tengan la capacidad de evitar barreras tales como
interacciones no especificas con componentes sanguineos, reconocimiento de cuerpos extrafios por el
sistema reticuloendotelial (RES, por sus siglas en inglés) en el higado, bazo y pulmones, y filtracion
glomerular en los rifiones. Ademas, se sabe que estas barreras se pueden superar al optimizar las
propiedades de las particulas tales como el diametro de las particulas y la modificacion de la superficie
con un polimero biocompatible. Por ejemplo, es deseable que el diametro de particulas del portador de
administracion de farmacos sea mayor que aproximadamente 6 nm, el cual es el umbral para la
depuracion renal, y menor que 200 nm, lo cual puede evitar el reconocimiento por el RES.

También se sabe que el didametro de las particulas del portador de administracion de farmacos afecta la
permeacion de tejido en un sitio de enfermedad. Por ejemplo, se ha comparado y estudiado la actividad
anticancerigena de nanoparticulas encapsulantes de farmacos con diametros de particula de 30 nm, 50
nm, 70 nm y 100 nm, las cuales presentan retencién sanguinea equivalente, y se ha revelado que las
nanoparticulas encapsulantes de farmacos con un diametro de particula de 30 nm alcanzan las partes
profundas de un sitio de enfermedad y de esa forma presentan el mayor efecto terapéutico (Literatura
de No Patente 1). Por lo tanto, seria deseable para el diametro de particula de las nanoparticulas para
un portador de administracion de farmacos dirigido al cancer sélido al ser lo mas pequefio posible dentro
del rango que evite la depuracioén renal.

A medida que las nanoparticulas para portadores de administracion de farmacos, se han desarrollado
métodos que utilizan dispersiones coloidales tal como liposomas, emulsiones o nanoparticulas, métodos
que utilizan materias primas derivadas bioldgicamente tal como albdmina, métodos que utilizan
polimeros naturales tal como polisacaridos naturales o métodos que utilizan polimeros sintéticos. Entre
ellos, los polimeros sintéticos se utilizan ampliamente como constituyentes de portadores de
administracion de farmacos porque es posible para preparar nanoparticulas cuyo didmetro de particula
se controla con precision seleccionando apropiadamente monémeros como componentes constituyentes
y métodos de sintesis.

Por ejemplo, se describe un método para utilizar un copolimero de bloque anfifilico compuesto de un
segmento hidrofilo y un segmento hidréfobo como portador de administracion de farmacos. El
copolimero de bloque se asocia espontaneamente en un medio acuoso mediante, por ejemplo,
interaccion hidrofoba entre moléculas como una fuerza impulsora para formar nanoparticulas de tipo
nucleo-capa (micelas poliméricas). Se sabe que es posible encapsular un farmaco de bajo peso molecular
en o unirlo al segmento hidréfobo de la micela polimérica, y la micela polimérica encapsulante de

farmacos obtenida exhibe alta estabilidad sanguinea, y debido a la acumulacion selectiva en cancer
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sélido a través del efecto EPR, alta actividad anticancerigena en comparacion con la administracion de
una solucion de un farmaco de bajo peso molecular (Literatura de Patente 1). Sin embargo, dado que
la micela polimérica es un ensamblaje de moléculas multiples, un diametro de particula de
aproximadamente 30 nm es el valor limite mas bajo que puede prepararse, y esto puede dificultar al
controlar finamente el tamano en la vecindad de un didmetro de particula de 10 nm que puede evitar la
influencia de aclaramiento renal.

Mientras tanto, entre las nanoparticulas formadas a partir de un polimero sintético, se sabe que las que
forman particulas mediante, por ejemplo, reticulacién quimica, interaccion hidréfoba o unién idnica
dentro de una sola cadena como una fuerza impulsora (en lo sucesivo abreviadas como nanoparticulas
de cadena Unica (SCNP , por sus siglas en inglés)) al formar nanoparticulas que tienen un didametro de
particula pequefio de 20 nm o menos (Literatura de No Patente 2). Por lo tanto, aunque se espera que
las SCNP sean Utiles como portadores de administracion de farmacos, hasta el momento no se ha
encontrado una técnica para controlar con precision su diametro de particula.

Otra tecnologia de administracion de farmacos es un conjugado anticuerpo-farmaco (ADC, por sus siglas
en inglés) que permite la administracion dirigida de un agente citotoxico (farmaco) a células tumorales
que expresan antigenos (Literatura de No Patente 3 a 5). El ADC tiene tres componentes: un anticuerpo
(Ab), un enlazador y un farmaco. Con el fin de lograr la administracion tdpica al objetivo, el farmaco se
enlaza o conjuga con el anticuerpo. Un método de conjugacion general involucra una modificacion
guimica a través de un grupo amino de una cadena lateral de lisina del anticuerpo o un grupo sulfhidrilo
de cisteina obtenido mediante la reduccion de un enlace disulfuro entre cadenas. El disefio del ADC sigue
siendo un desafio y una pluralidad de elementos (por ejemplo, seleccion de anticuerpos, estabilidad del
enlazador, farmaco/toxina (carga util) y cinética de escisién de los mismos) debe controlarse. Aqui, un
parametro importante es el nimero de cargas Utiles para un solo anticuerpo (relacion farmaco-
anticuerpo (DAR, por sus siglas en inglés)). Un anticuerpo al cual se unen muchas moléculas de
farmaco/toxina exhibe una unién deficiente a un antigeno objetivo o una eliminacion rapida in vivo del
torrente sanguineo, y generalmente Unicamente un nimero limitado de moléculas de farmaco/toxina se
pueden unir a un anticuerpo (tipicamente, la DAR es de 4 a 6). Como un resultado, se debe utilizar un
agente altamente toxico con una IC50 de menos de 1 nM (por ejemplo, caligueamicina o éster
monometilico de auristatina (MMAE, por sus siglas en inglés)) para obtener una eficacia suficiente para
matar o danar las células objetivo (Literaturas de No Patente 6 y 7). Por consiguiente, si una pequefia
parte del conjugado actla sobre células no objetivo, puede aparecer una toxicidad grave fuera del
objetivo. De esta forma, se ha deseado una nueva aproximacion que combine una alta eficacia con

tolerabilidad mejorada.
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BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

Problema Técnico

Es un objetivo de la presente invencidn proporcionar un copolimero para un portador de administracion
de farmacos dirigido a tumores. Mas especificamente, es un objetivo de la presente invencion
proporcionar un copolimero para un portador de administracion de farmacos que pueda mejorar la
retencidn sanguinea y/o la acumulacién tumoral de un farmaco.

Solucion al Problema

Para lograr los objetivos mencionados anteriormente, los presentes inventores llevaron a cabo una
investigacion exhaustiva y descubrieron que un terpolimero de un derivado de acido acrilico tiene la
propiedad de formar SCNP en agua. Ademas, los presentes inventores lograron crear un polimero
novedoso para un portador de administracion de farmacos, el cual es capaz de controlar con precision
el diametro de particula de las SCNP a una escala diminuta de 20 nm o menos y aproximadamente 10
nm, y tiene una alta acumulacion tumoral. Cuando se administré un complejo farmacoldgico en el que
un agente anticanceroso se transportaba o se unia al polimero a un modelo de ratdn con un cancer
implantado subcutaneamente, mostrd un excelente efecto antitumoral.

La presente invencidn se refiere a las siguientes invenciones:

[1] Un copolimero en el cual una molécula de reconocimiento objetivo esta unida a un copolimero X que

comprende unidades estructurales representadas por las siguientes formulas (A), (B) y (C):
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en donde, R!, R? y R3 son iguales o diferentes y representan un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo
de 1 a 3 dtomos de carbono, R* representa un grupo alquilo de 1 a 3 dtomos de carbono, R’ representa
un atomo de hidrégeno, un grupo alquilo de 1 a 18 atomos de carbono, un grupo cicloalquilo de 3 a 8
miembros que opcionalmente tiene un sustituyente, un grupo adamantilo, un grupo arilo de 6 a 18
atomos de carbono que opcionalmente tiene un sustituyente, o un grupo heteroarilo de 5 a 10 miembros
gue opcionalmente tiene un sustituyente, X!, X? y X3 son los mismos o diferentes y representan un atomo
de oxigeno, un atomo de azufre o N-R’, R® representa un atomo de hidrogeno, un grupo saliente o un
enlazador; R7 representa un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo de 1 a 3 atomos de carbono, m
representa un nimero entero de 1 a 100 y n representa un nimero entero de 0 a 3.

[2] El copolimero de conformidad con [1], en donde el copolimero X es un copolimero formado por

polimerizacion de tres tipos de mondmeros representados por las siguientes formulas generales (1) a

(3):

o] O O
YL)U {\/O§\R4 XZQRS X3/R6
m
R1 .

: R? : R3
(1) (2) (3)

en donde R!, R? y R3 son los mismos o diferentes y representan un atomo de hidrégeno o un grupo
alquilo de 1 a 3 atomos de carbono, R* representa un grupo alquilo de 1 a 3 dtomos de carbono, R®
representa un atomo de hidrdgeno, un grupo alquilo de 1 a 18 atomos de carbono, un grupo cicloalquilo
de 3 a 8 miembros que opcionalmente tiene un sustituyente, un grupo adamantilo, un grupo arilo de 6
a 18 atomos de carbono que opcionalmente tiene un sustituyente o un grupo heteroarilo de 5 a 10
miembros que opcionalmente tiene un sustituyente, X*, X? y X3 son los mismos o diferentes y representan

un atomo de oxigeno, un atomo de azufre o N-R7, R® representa un atomo de hidrégeno, un grupo
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saliente o un enlazador, R? representa un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo de 1 a 3 atomos de
carbono, m representa un nimero entero de 1 a 100 y n representa un nimero entero de 0 a 3.

[3] El copolimero de conformidad con [1] o [2], en donde R! es un atomo de hidrégeno.

[4] El copolimero de conformidad con cualquiera de [1] a [3], en donde R? es un atomo de hidrogeno.
[5] El copolimero de conformidad con cualquiera de [1] a [4], en donde R3 es un atomo de hidrdgeno.
[6] El copolimero de conformidad con cualquiera de [1] a [5], en donde R* es un grupo metilo.

[7] El copolimero de conformidad con cualquiera de [1] a [6], en donde R® es un grupo arilo de 6 a 18
atomos de carbono que opcionalmente tiene un sustituyente.

[8] El copolimero de conformidad con cualquiera de [1] a [7], en donde R® es un grupo fenilo.

[9] El copolimero de conformidad con cualquiera de [1] a [8], en donde R® es un atomo de hidrogeno.
[10] El copolimero de conformidad con cualquiera de [1] a [8], en donde el grupo saliente de R® es un

grupo representado por la siguiente formula (4).

S

{4)

[11] El copolimero de conformidad con cualquiera de [1] a [8], en donde el enlazador de R® es un grupo

representado por la siguiente formula (5):

1 8
}{Ak\x4,R
(5)

en donde, R® representa un atomo de hidrogeno o un farmaco, Ak! representa un enlace de alquileno
de 1 a 7 dtomos de carbono y X* representa un atomo de oxigeno, un atomo de azufre o -N(R”)- (R’
representa un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo de 1 a 3 atomos de carbono).

[12] El copolimero de conformidad con cualquiera de [1] a [11], en donde X! es un atomo de oxigeno.

[13] El copolimero de conformidad con cualquiera de [1] a [12], en donde X? es un atomo de oxigeno.

[14] El copolimero de conformidad con cualquiera de [1] a [13], en donde X3 es un atomo de oxigeno o
NH.

[15] El copolimero de conformidad con cualquiera de [1] a [14], en donde m es un nimero entero de 4
a 22.

[16] El copolimero de conformidad con cualquiera de [1] a [15], en donde n es 1.

[17] El copolimero de conformidad con cualquiera de [1] a [16], en donde una relacién de unidades

estructurales (A), (B) y (C) estda compuesta de 0.01 a 100 partes en masa de (B) y de 0.1 a 100 partes
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en masa de (C) con respecto a 1 parte en masa de (A).

[18] El copolimero de conformidad con cualquiera de [2] a [16], en donde de 0.01 a 100 partes en masa
de mondémero (2) y de 0.1 a 100 partes en masa de mondémero (3) se polimerizan con respecto a 1
parte en masa de mondémero (1).

[19] El copolimero de conformidad con cualquiera de [1] a [18], en donde el copolimero tiene un peso
molecular promedio en nimero de 5 000 a 150 000.

[20] El copolimero de conformidad con cualquiera de [1] a [19], en donde la molécula de reconocimiento
objetivo es un anticuerpo.

[21] El copolimero de conformidad con [20], en donde el anticuerpo es un anticuerpo anti-EGFR, un
anticuerpo anti-Her2, un anticuerpo anti-CD20, un anticuerpo anti-CD276, un anticuerpo anti-MUC1, un
anticuerpo anti-PD-L1 o un anticuerpo anti-TROP-2.

[22] El copolimero de conformidad con [20], en donde el anticuerpo es cetuximab, panitumumab,
necitumumab, amivantamab, panitumumab, trastuzumab, pertuzumab, margetuximab, rituximab,
ibritumomab, tositumomab, ofatumumab, obinutuzumab, clivatuzumab, gatipotuzumab, ifinatamab,
mirzotamab, vobramitamab, atezolizumab, avelumab, durvalumab, sacituzumab o fragmentos
funcionales de los mismos.

[23] Un complejo de farmaco que incluye el copolimero de conformidad con cualquiera de [1] a [22] v
un farmaco.

[24] El complejo de farmaco de conformidad con [23], en donde el farmaco es un antimetabolito, un
agente alquilante, una antraciclina, un antibidtico, un inhibidor mitético, un inhibidor de Ila
topoisomerasa, un inhibidor del proteasoma o un agente antihormonal.

[25] El complejo de farmaco de conformidad con [23], en donde el farmaco es DM0, DM1, DM2, DM3,
DM4, emtansina, auristatina E, auristatina fenilalanina fenilendiamina (AFP), monometil auristatina E,
monometil auristatina D, monometil auristatina F, paclitaxel, docetaxel, irinotecan, topotecan, nogitecan,
amsacrina, etoposido, tenipdsido, mizantrona, SN-38, exatecan o deruxtecan.

[26] El complejo de farmaco de conformidad con cualquiera de [23] a [25], en donde un enlace de la
molécula de reconocimiento objetivo o el farmaco al copolimero X es un enlace covalente o un enlace
no covalente.

[27] Complejo de farmaco de conformidad con cualquiera de [23] a [26], en donde el enlace de la
molécula de reconocimiento objetivo o el farmaco al copolimero X esta representado por la siguiente

formula (a):
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en donde, J' es un enlace a la molécula de reconocimiento objetivo o al farmaco, J? es un enlace al
copolimero X, Ak? y Ak® representan cada uno independientemente un enlace individual o un enlace de
alquileno de 1 a 7 atomos de carbono, B! y B? cada uno representan independientemente un enlace
individual, un enlace de amida o un enlace de éster, L' representa un enlace individual, -
(CH2CH20)0CH2CHa-, fenileno, ciclohexileno, -NH-péptido-CO- o fenileno-NH-péptido-CO-, y o representa
un numero entero de 0 a 100.

[28] Una nanoparticula de cadena individual que incluye el copolimero o el complejo de farmaco de
conformidad con cualquiera de [1] a [27].

[29] Una composicion farmacéutica que incluye el copolimero o el complejo de farmaco de conformidad
con cualquiera de [1] a [28].

Efectos Ventajosos de la Invencion

Como sera evidente a partir de los ejemplos descritos a continuacion, un SCNP obtenido por
autoasociacion del copolimero de la presente invencidon que lleva o se une a un agente anticanceroso,
exhibid un efecto supresor del crecimiento de tumor en un modelo de ratén portador de tumores, y por
lo tanto se puede aplicar como un agente terapéutico para tumores malignos. Dado que el SCNP obtenido
por autoasociacion del copolimero de la presente invencion que lleva o se une al agente anticanceroso
tiene un DAR alto en comparacion con un ADC existente, y tiene un alto efecto supresor del crecimiento
tumoral a una dosis baja, es posible proporcionar un agente terapéutico para tumores malignos capaz
de lograr tanto la mejora de una accidon farmacoldgica como la supresion de efectos secundarios.
Entonces, el copolimero al cual la molécula de reconocimiento objetivo de la presente invencion esta
unida es Util como un agente de administracion de farmacos que utiliza una molécula de reconocimiento

objetivo especifica objetivo.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 es un diagrama que muestra un espectro de 'H-NMR de un copolimero obtenido en el
Ejemplo 1 medido al usar la resonancia magnética nuclear (NMR, por sus siglas en inglés).
La Figura 2 es un diagrama que muestra un cromatograma de un copolimero obtenido en el Ejemplo 1

obtenido mediante cromatografia de permeacion en gel (GPC , por sus siglas en inglés).
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La Figura 3 es un diagrama que muestra un resultado de medicién de didmetro de particula (distribucién
de intensidad de dispersion) en dispersion de luz dinamica (DLS, por sus siglas en inglés) para un
copolimero antes de encapsular DACHPt (Ejemplo 69) y un SCNP que encapsula DACHPt (Ejemplo 70).
La Figura 4 es un diagrama que muestra un espectro de 'H-NMR de Ns-poli[(acrilato de bencilo)-co-
(acrilato de poli(etilenglicol)metil éter)-co-(acido acrilico)] obtenido en el Ejemplo 71, medido al usar la
resonancia magnética nuclear (NMR).

La Figura 5 es un diagrama que muestra un cromatograma obtenido por cromatografia de permeacion
en gel (GPC) para Ns-poli[(acrilato de bencilo)-co-(acrilato de poli(etilenglicol)metiléter)-co-(acido
acrilico)] obtenido en el Ejemplo 71.

La Figura 6 es un diagrama que muestra un espectro UV de Ns-poli[(acrilato de bencilo)-co-(acrilato de
poli(etilenglicol)metiléter)-co-(acido acrilico)]-isobutironitrilo obtenido en el Ejemplo 92, medido al usar
medicion del espectro de UV (UV).

La Figura 7 es un diagrama que muestra un espectro de 'H-NMR de un copolimero unido a DM1-
cisteamina obtenido en el Ejemplo 96, medido al usar la resonancia magnética nuclear (NMR).

La Figura 8 es un diagrama que muestra un espectro de 'H-NMR de un copolimero unido a DM1-N-4-
APM obtenido en el Ejemplo 108, medido al usar la resonancia magnética nuclear (NMR).

La Figura 9 es un diagrama que muestra un espectro de 'H-NMR de un copolimero unido a 1,4-
diaminobutano obtenido en el Ejemplo 109, medido al usar la resonancia magnética nuclear (NMR).

La Figura 10 es un diagrama que muestra un espectro de 'H-NMR de un copolimero unido a DM1-MHA-
1,4-diaminobutano obtenido en el Ejemplo 117, medido al usar la resonancia magnética nuclear (NMR).
La Figura 11 es un diagrama que muestra un espectro de H-NMR de un copolimero unido a DM1-SPDP-
1,4-diaminobutano obtenido en el Ejemplo 118, medido al usar la resonancia magnética nuclear (NMR).
La Figura 12 es un diagrama que muestra un espectro de *H-NMR de un copolimero unido a DM1-SMCC-
1,4-diaminobutano obtenido en el Ejemplo 122, medido al usar la resonancia magnética nuclear (NMR).
La Figura 13 es un diagrama que muestra un espectro de 'H-NMR de un copolimero unido a DM1-CL-
031-1,4-diaminobutano obtenido en el Ejemplo 124, medido al usar la resonancia magnética nuclear
(NMR).

La Figura 14 es un diagrama que muestra un espectro de *H-NMR de un copolimero unido a DM1-CL-
018-1,4-diaminobutano obtenido en el Ejemplo 125, medido al usar la resonancia magnética nuclear
(NMR).

La Figura 15 es un diagrama que muestra un espectro de 'H-NMR de un copolimero unido a DM1-CL-
038-1,4-diaminobutano obtenido en el Ejemplo 126, medido al usar la resonancia magnética nuclear
(NMR).

La Figura 16 es un diagrama que muestra un espectro de *H-NMR de un copolimero unido a DM1-CL-

047-1,4-diaminobutano obtenido en el Ejemplo 127, medido al usar la resonancia magnética nuclear
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(NMR).

La Figura 17 es un diagrama que muestra un espectro de H-NMR de un copolimero unido a SN-38-CO-
1,4-diaminobutano obtenido en el Ejemplo 128, medido al usar la resonancia magnética nuclear (NMR).
La Figura 18 es un diagrama que muestra un espectro de 'H-NMR de un copolimero unido a deruxtecan-
SPDP-1,4-diaminobutano obtenido en el Ejemplo 129, medido al usar la resonancia magnética nuclear
(NMR).

La Figura 19 es un diagrama que muestra un espectro de !H-NMR de un copolimero unido a 4-
hidroxibutilamina obtenido en el Ejemplo 130, medido al usar la resonancia magnética nuclear (NMR).
La Figura 20 es un diagrama que muestra un espectro de 'H-NMR de un copolimero unido a
estaurosporina (STS, por sus siglas en inglés) obtenido en el Ejemplo 131, medido al usar la resonancia
magnética nuclear (NMR).

La Figura 21 es un diagrama que muestra un espectro de 'H-NMR de un copolimero unido a exatecan-
PAB-Cit-Val-Ahx obtenido en el Ejemplo 158, medido al usar la resonancia magnética nuclear (NMR).
La Figura 22 es un diagrama que muestra un cambio en el volumen tumoral relativo cuando se administrd
una solucion de oxaliplatino o el SCNP que encapsula DACHPt (Ejemplo 70) 3 veces cada dos dias a un
ratdn modelo que tiene una espalda trasplantada subcutdneamente con una linea celular de cancer de
colon de ratén (C26).

La Figura 23 es un diagrama que muestra un cambio en el volumen de tumor cuando se administrd
solucion salina fisioldgica o complejo de farmaco micelar unido a cetuximab (Ejemplo 138) a un ratén
modelo que tiene una porcidn ventral derecha trasplantada subcutaneamente con una linea celular de
cancer de colon humano HT-29 EGFR-positiva de ratdn.

La Figura 24 es un diagrama que muestra un cambio en el volumen de tumor cuando se administrd
solucién salina fisiolégica o complejo de farmaco micelar unido a trastuzumab (Ejemplo 151) a un ratén
modelo que tiene una porcidn ventral derecha trasplantada subcutaneamente con una linea celular de
cancer gastrico humano HER2-positiva de raton NCI-N87.

La Figura 25 es un diagrama que muestra un cambio en el volumen de tumor cuando se administrd
solucién salina fisioldgica o complejo de farmaco micelar unido a cetuximab (Ejemplo 160 o Ejemplo
161) a un ratén modelo que tiene una porcién ventral derecha trasplantada subcutdneamente con una
linea celular de cancer de mama humano de ratén EGFR-positiva MDA-MB-468.

La Figura 26 es un diagrama que muestra un cambio en el volumen de tumor cuando se administrd
solucion salina fisioldgica o complejo de farmaco micelar unido a cetuximab (Ejemplo 162 o Ejemplo
163) a un ratén modelo que tiene una porcién ventral derecha trasplantada subcutdneamente con una

linea celular de cancer de colon humano EGFR-positiva HCT-116 que tiene mutacion KRAS (G13D).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
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Los términos de la presente descripcion se utilizan en los significados cominmente utilizados en el campo
a menos que se especifique de otra forma. A continuacién, la presente invencidn se describird con mas
detalle.

En la presente descripcion, el término “nanoparticula” se refiere a una estructura que muestra un
diametro de particula de 100 nm o menos.

En la presente descripcion, el término “nanoparticula de cadena individual (SCNP)” se refiere a una
nanoparticula formada mediante uso, por ejemplo, de reticulacidon quimica, interaccién hidrofébica o
enlace idnico en una cadena individual como una fuerza impulsora. La SCNP frecuentemente indica una
nanoparticula que tiene un didmetro de particula relativamente pequefio de 20 nm o menos entre
nanoparticulas.

En la presente descripcion, el término “iniciador” significa un iniciador para la polimerizacion radical
térmica, tal como un compuesto azo o un peroxido.

En la presente descripcion, el término “agente de transferencia de cadena” se refiere a un compuesto
gue causa una reaccion de transferencia de cadena en la polimerizacion radical, y es preferiblemente un
compuesto que tiene un grupo tiocarbonilo.

En la presente descripcion, el término “grupo alquilo de 1 a 3 dtomos de carbono” significa un grupo
alquilo lineal o ramificado que tiene de 1 a 3 atomos de carbono, y ejemplos del mismo incluyen un
grupo metilo, un grupo etilo, un grupo n-propilo y un grupo isopropilo.

En la presente descripcion, el término “grupo alquilo de 1 a 18 atomos de carbono” significa un grupo
alquilo lineal o ramificado que tiene de 1 a 18 atomos de carbono, y ejemplos del mismo incluyen un
grupo metilo, un grupo etilo, un grupo n-propilo, un grupo isopropilo, un grupo n-butilo, un grupo
isobutilo, un grupo sec-butilo, un grupo terc-butilo, un grupo pentilo, un grupo hexilo, un grupo heptilo,
un grupo octilo, un grupo nonilo, un grupo decilo, un grupo undecilo, un grupo dodecilo, un grupo
tridecilo, un grupo tetradecilo, un grupo pentadecilo, un grupo hexadecilo, un grupo heptadecilo y un
grupo octadecilo.

En la presente descripcion, el término “grupo cicloalquilo de 3 a 8 miembros que opcionalmente tiene
un sustituyente” significa un grupo alquilo ciclico que tiene de 3 a 8 atomos de carbono, y ejemplos del
mismo incluyen un grupo ciclopropilo, un grupo ciclobutilo, un grupo ciclopentilo, un grupo ciclohexilo,
un grupo cicloheptilo y un grupo ciclooctilo. El sustituyente no esta particularmente limitado, y los
ejemplos del mismo incluyen un atomo de halégeno, un grupo alquilo que tiene de 1 a 6 atomos de
carbono, un grupo alquenilo que tiene de 2 a 6 atomos de carbono, un grupo alquinilo que tiene de 2 a
6 atomos de carbono, un grupo hidroxilo, un grupo alcoxi que tiene de 1 a 6 atomos de carbono, un
grupo amino, un grupo alquilamino que tiene de 1 a 6 atomos de carbono, un grupo di-alquilamino que

tiene de 1 a 6 atomos de carbono en el que los grupos alquilo son iguales o diferentes, un grupo tiol,
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un grupo alquiltio que tiene de 1 a 6 atomos de carbono, un grupo carboxilo, un grupo alcoxicarbonilo
que tiene de 1 a 6 atomos de carbono y un grupo carbamoilo.

En la presente descripcion, el término “grupo arilo de 6 a 18 atomos de carbono que opcionalmente
tiene un sustituyente” significa un grupo de hidrocarburo aromatico condensado monociclico o policiclico,
y ejemplos del mismo incluyen un grupo fenilo, un grupo naftilo, un grupo antracenilo, un grupo
fenantrenilo, un grupo trifenilenilo, un grupo pirenilo, un grupo crisenilo y un grupo naftacenilo. Ademas,
un “grupo arilo de 6 a 14 atomos de carbono que opcionalmente tiene un sustituyente” significa un
grupo hidrocarburo aromatico condensado monociclico o policiclico, y ejemplos del mismo incluyen un
grupo fenilo, un grupo naftilo, un grupo antracenilo y un grupo fenantrenilo. El sustituyente no esta
particularmente limitado, y ejemplos del mismo incluyen un dtomo de haldégeno, un grupo alquilo que
tiene de 1 a 6 atomos de carbono, un grupo alquenilo que tiene de 2 a 6 atomos de carbono, un grupo
alquinilo que tiene de 2 a 6 atomos de carbono, un grupo hidroxilo, un grupo alcoxi que tiene de 1 a 6
atomos de carbono, un grupo amino, un grupo alquilamino que tiene de 1 a 6 dtomos de carbono, un
grupo di-alquilamino que tiene de 1 a 6 atomos de carbono en el que los grupos alquilo son iguales o
diferentes, un grupo tiol, un grupo alquiltio que tiene de 1 a 6 atomos de carbono, un grupo carboxilo,
un grupo alcoxicarbonilo que tiene de 1 a 6 atomos de carbono y un grupo carbamoilo.

En la presente descripcidn, el término “grupo heteroarilo de 5 a 10 miembros que opcionalmente tiene
un sustituyente” significa un grupo heterociclico aromatico monociclico de 5 a 10 miembros o un grupo
heterociclico aromatico condensado que contiene de 1 a 4 heteroatomos seleccionados de un atomo de
nitrégeno, un atomo de oxigeno y un atomo de azufre, distinto de un atomo de carbono, como atomos
que constituyen el anillo. Los ejemplos del grupo heterociclico aromatico monociclico incluyen un grupo
furilo, un grupo tienilo, un grupo pirrolilo, un grupo piridinilo, un grupo pirazinilo, un grupo pirimidinilo,
un grupo piridazinilo, un grupo imidazolilo, un grupo pirazilo, un grupo tialilo, un grupo oxazolilo, un
grupo isoxazolilo, un grupo 1,3,4-tiadiazolilo, un grupo 1,2,3-triazolilo, un grupo 1,2,4-triazolilo y un
grupo tetrazolilo. Los ejemplos del grupo heterociclico aromatico condensado incluyen un grupo
benzofuranilo, un grupo benzotiofenilo, un grupo quinoxalinilo, un grupo indolilo, un grupo isoindolilo,
un grupo isobenzofuranilo, un grupo cromanilo, un grupo bencimidazolilo, un grupo benzotiazolilo, un
grupo benzoxazolilo, un grupo quinolilo y un grupo isoquinolinilo. El término “grupo heteroarilo de 6 a
10 miembros que opcionalmente tiene un sustituyente” significa un grupo heterociclico aromatico
monociclico de 6 a 10 miembros o un grupo heterociclico aromatico condensado que contiene de 1 a 4
heterodtomos seleccionados entre un dtomo de nitrégeno, un atomo de oxigeno y un dtomo de azufre,
distinto de un atomo de carbono, como los atomos que constituyen el anillo. Los ejemplos del grupo
heterociclico aromatico monociclico incluyen un grupo piridinilo, un grupo pirazinilo, un grupo pirimidinilo
y un grupo piridazinilo. Los ejemplos del grupo heterociclico aromatico condensado incluyen un grupo

benzofuranilo, un grupo benzotiofenilo, un grupo quinoxalinilo, un grupo indolilo, un grupo isoindolilo,
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un grupo isobenzofuranilo, un grupo cromanilo, un grupo bencimidazolilo, un grupo benzotiazolilo, un
grupo benzoxazolilo, un grupo quinolilo y un grupo isoquinolinilo. El sustituyente no esta particularmente
limitado, y los ejemplos del mismo incluyen un atomo de haldégeno, un grupo alquilo que tiene de 1 a 6
atomos de carbono, un grupo alquenilo que tiene de 2 a 6 atomos de carbono, un grupo alquinilo que
tiene de 2 a 6 atomos de carbono, un grupo hidroxilo, un grupo alcoxi que tiene de 1 a 6 atomos de
carbono, un grupo amino, un grupo alquilamino que tiene de 1 a 6 atomos de carbono, un grupo di-
alquilamino que tiene de 1 a 6 4tomos de carbono en el que los grupos alquilo son iguales o diferentes,
un grupo tiol, un grupo alquiltio que tiene de 1 a 6 atomos de carbono, un grupo carboxilo, un grupo
alcoxicarbonilo que tiene de 1 a 6 atomos de carbono y un grupo carbamoilo.

En la presente descripcién, los ejemplos del “atomo de halégeno” incluyen un atomo de fldor, un atomo
de cloro, un atomo de bromo y un atomo de yodo.

En la presente descripcion, el término “enlace de alquileno de 1 a 7 atomos de carbono” significa un
grupo alquileno lineal o ramificado que tiene de 1 a 7 &tomos de carbono, que puede estar sustituido, y
los ejemplos del mismo incluyen un grupo metileno, un grupo etileno, un grupo propileno, un grupo
butileno, un grupo pentileno, un grupo hexileno, un grupo heptileno, -CH(CH3)-, -C(CHz)2-, -CH(CH2CH3)-
, =CH(CH3)CHz-, -CH(CH2CH2CH3)-, -CH(CH2(CH3)2)-, -C(CH3)(CH2CH3)-, -C(CH3)2CH2-, -CH(CH2CH3)CH_,
-CH(CH3)CH(CH3)-, -CH(CH3)CH2CH>-, -CH2CH(CH3)CH2-, -CH(CH2CH2CH2CH3)-, -C(CH3)(CH2CH2CH3)-, -
C(CH2CHs)2-, -CH(CH2CH2CH3)CH2-, -CH(CH2(CH3)2)CH2-, -C(CHs)(CH2CH3)CH2-, -C(CHs)2.CH(CHs)-, -
CH(CH2CHs)CH(CHs)-, -C(CHs)2CH2CH2-, -CH(CH2CH3)CH2CHz-, -CH2CH(CH2CH3)CHz-, -
CH(CH3)CH(CH3)CH2-, -CH(CH3)CH2CH(CH3)-, -CH(CH2CH2CH2CH2CH3)-, -C(CH3)(CH2CH2CH2CH3)-, -
C(CH2CH3)(CH2CH2CHs)-, -C(CH2CH3)(CH2(CHs)2)-, -CH(CH2CH2CH2CH3)CH2-, -CH(CH(CH3)CH2CHs)CH2-,
-CH(CH2CH(CH3)CH3)CH2-,  -CH(CH2CH2(CHz3)2)CH2-,-C(CH3)(CH2CH2CH3)CH2-,  -C(CH2CH3)2CH>-,
CH(CH2(CHs)2)CH2-, -C(CHs)(CH2CH3)CH(CHs)-, -CH(CH2CH3)C(CH3)2-, -CH(CH2CH3)CH(CH2CHs)-, -
C(CH3)2C(CH3)2-, -CH(CH2CH2CH3)CH2CH2-, -CH(CH2(CH3)2)CH2CH2-, -CH2CH(CH2CH2CH3)CH2-, -
CH2CH(CH2(CHs)2)CH2-, -C(CH3)(CH2CH3)CH2CH2-, -CH(CH2CH3)CH(CH3)CHa2-, -CH(CH2CH3)CH2CH(CHs)-
, “CH2CH(CH2CH3)CH(CH3)-, -CH(CH3)CH(CH3)CH(CH3)-, -C(CH3)2CH(CH3)CH2-, -C(CH3)2CH2CH(CH3)-, -
CH(CH2CH3)CH2CH2CH2-, -CH2CH(CH2CH3)CH2CH2-, -C(CH3)2CH2CH2CH2-, -CH(CH3)CH(CH3)CH2CH2-, -
CH(CHs)CH2CH(CHs)CH2-, -CH(CH3)CH2CH2CH(CHs)-, -CH(CH3)CH2CH2CH2CHa-, -
CH>CH(CH3)CH2CH2CH2-, -CH2CH2CH(CH3)CH2CH>-, -C(CH2CH3)(CH2CH2CH2CH3)-, -C(CH2CH2CH3)2-, -
C(CH3)(CH2CH2CH2CH3)CH2-,  -C(CH3)(CH(CH3)CH2CH3)CH2-,  -C(CH3)(CH2CH(CH3)CH3)CH2-, -
C(CH3)(CH2CH2(CH3)2)CHa-, -CH(CH2CH>CH>CH3)CH(CH?3)-, -CH(CH(CH3)CH2CH3)CH(CHa)-,
CH(CH2CH(CH3)CH3)CH(CH3)-,  -CH(CH2CH2(CH3)2)CH(CHs3)-,  -C(CHs3)(CH2CH2CH3)CH(CHs)-,
C(CH2CH3)2CH(CH3)-, -CH(CH2(CHz3)2)CH(CH3)-, -C(CH3)(CH2CH3)C(CH3)2-, -C(CH3)(CH2CH2CH3)CH2CH,-
,  ~CH(CH2CH2CH3)CH(CH3)CH2-,  -CH(CH2CH2CH3)CH2CH(CHs)-,  -CH2CH(CH2CH2CH3)CH(CHs)-, -
C(CH3)(CH2CH3)CH(CHs)CHa2-, -C(CH3)(CH2CH3)CH2CH(CHs)-, -CH(CH2CH3)C(CHs)2CHa-, -
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CH(CH2CH3)CH(CH3)CH(CHs)-, -CH(CH2CH3)CHCH(CHs)2-, -C(CH3)2CH(CH2CH3)CHa-, -
CH(CH3)C(CH3)(CH2CH3)CHz-, -CH(CH3)CH(CH2CH3)CH(CHz3)-, -C(CH3)2CH(CH3)CH(CH3)-,

CH(CH3)C(CH3)2CH(CH3)-, -C(CH3)2CH(CH3)CH2CHz-, -C(CH3)2CH2CH(CH3)CHa-, -
C(CH3)2CH2CH2CH(CH3)-, -CH(CH3)C(CHs3)2CH2CHa-, -CH(CH3)CH(CH3)CH(CH3)CH>-, -

CH(CH3)CH(CH3)CH2CH(CH3)-,
-CH(CH3)CH(CH3)CH2CH2CH2-, -CH(CH3)CH2CH(CH3)CH2CH2-, -CH(CH3)CH2CH2CH(CH3)CH2-,
CH(CH3)CH2CH2CH2CH(CH3)-, -C(CH3)2CH2CH2CH2CH>-, y -CH(CH2CH3)CH2CH2CH2CH.. El sustituyente no

esta particularmente limitado y puede sustituir a cualquier atomo de hidrégeno, y ejemplos del mismo

incluyen un grupo fenoxi, un acido carboxilico, un acido sulfénico, un acido fosfdrico, un grupo hidroxilo
y un grupo tiol.

En la presente descripcion, el término "molécula de reconocimiento objetivo" significa una molécula que
reconoce y se une especificamente a un marcador o un receptor (por ejemplo, una proteina de
transmembrana, una proteina insolubilizada de superficie o un proteoglicano) expresado en una
superficie celular. La molécula de reconocimiento objetivo es una molécula que reconoce
especificamente un objetivo especifico a o sobreexpresada en células cancerosas necesaria para el
crecimiento o la metastasis del cancer, y ejemplos del mismo incluyen anticuerpos, lipocalinas (por
ejemplo, anticalinas), proteinas (por ejemplo, interferones, linfocinas, factores de crecimiento o factores
estimulantes de colonias), péptidos (por ejemplo, un péptido dirigido al receptor de LHRH o un péptido
EC-1) y peptidomiméticos. Ademas de tener una especificidad de enlace, la molécula de reconocimiento
objetivo también puede tener ciertos efectos terapéuticos, tal como una actividad antiproliferativa
(inhibicion de proliferacion celular y/o citotoxicidad), sobre una célula o via objetivo. La molécula de
reconocimiento objetivo puede transportarse en el copolimero por una acciéon tal como interaccion
electrostatica, enlace de hidrdgeno, interaccion hidrofoba o enlace covalente al copolimero X de la
presente invencion. La molécula de reconocimiento objetivo puede modificarse hasta el punto de que se
mantenga la especificidad de unidn, y puede unirse al copolimero X a través de un grupo quimicamente
reactivo (por ejemplo, acido carboxilico, amina primaria, amina secundaria o tiol), un residuo de
aminoacido quimicamente reactivo o una cadena lateral del mismo (por ejemplo, tirosina, histidina,
cisteina, lisina). En lo sucesivo, el copolimero X de la presente invencion unido a o transportado con la
molécula de reconocimiento objetivo puede denominarse "copolimero reconocible por objetivo".

En la presente descripcion, el término “anticuerpo” es una molécula que tiene una caracteristica de
unirse inmunoespecificamente a un antigeno objetivo y que tiene una secuencia derivada de una
inmunoglobulina tal como IgG, IgM, IgA, IgD o IgE, o fragmentos funcionales de la misma. Se incluyen
anticuerpos monoclonales, anticuerpos quiméricos, anticuerpos recombinantes o anticuerpos
humanizados. El anticuerpo puede tener un idiotipo, y los ejemplos de un fragmento de union a antigeno

incluyen una regién Fab, un fragmento F(ab')2, un fragmento pFc' y un fragmento Fab'. La region Fab
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incluye un dominio constante y un dominio variable derivados de cadenas pesadas y ligeras del
anticuerpo. El fragmento Fc y el fragmento Fab son fragmentos derivados de una inmunoglobulina
escindida por una enzima papaina. El fragmento F(ab'): y el fragmento pFc' son fragmentos derivados
de una inmunoglobulina escindida por una enzima pepsina. El fragmento Fab' se obtiene reduciendo el
fragmento F(ab'): en condiciones suaves. Como otra forma adicional, también es posible utilizar una
proteina fusionada a Fc en la que se fusionan una proteina funcional, tal como un dominio extracelular
del receptor y un dominio Fc de la inmunoglobulina. También es posible utilizar un anticuerpo biespecifico
capaz de unirse a dos tipos de antigenos o un anticuerpo multiespecifico que tenga un sitio de unién al
antigeno adicional. Ademas, también se puede realizar una modificacion quimica o bioldgica. Cuando se
utiliza la tecnologia de recombinacién génica, es suficiente que se mantengan las caracteristicas de una
secuencia de aminoacidos original, y se permite la eliminacion, sustitucion, insercion o adicién de uno o
mas aminoacidos de forma simultanea o por separado. Por ejemplo, la secuencia de aminoacidos es una
secuencia de aminoacidos que tiene una homologia del 80% o mas, preferiblemente del 90% o mas, y
mas preferiblemente, una secuencia de aminoacidos que tiene una homologia del 95% o mas.

En la presente descripcién, el término “composicion farmacéutica” significa una en la cual los
ingredientes activos (farmaco, sustancia fisiologicamente activa) que puede utilizarse para el
diagnostico, prevencién o tratamiento de una enfermedad se transportan en el copolimero X, el
copolimero reconocible objetivo o el complejo farmacoldgico de la presente invencion por una accion tal
como interaccion electrostatica, enlace de hidrdgeno, interaccion hidréfoba o enlace covalente. Ejemplos
de la forma de transporte incluyen una forma en la cual el farmaco esta presente en la superficie de
particula, una forma en la cual el farmaco esta contenido en la nanoparticula y una forma de combinacion
de las mismas en donde el copolimero X, el copolimero reconocible por objetivo o el complejo
farmacoldgico forman la nanoparticula.

Una modalidad de la presente invencién es un copolimero o un complejo de farmaco en el cual una
molécula de reconocimiento objetivo esta unida a un copolimero X que comprende unidades

estructurales representadas por las siguientes formulas (A), (B) y (C).
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en donde, R!, R? y R3 son los mismos o diferentes y representan un atomo de hidrégeno o un grupo
alquilo de 1 a 3 atomos de carbono, R* representa un grupo alquilo de 1 a 3 atomos de carbono, R®
representa un atomo de hidrégeno, un grupo alquilo de 1 a 18 atomos de carbono, un grupo cicloalquilo
de 3 a 8 miembros que opcionalmente tiene un sustituyente, un grupo adamantilo, un grupo arilo de 6
a 18 atomos de carbono que opcionalmente tiene un sustituyente, o un grupo heteroarilo de 5 a 10
miembros que opcionalmente tiene un sustituyente, X, X? y X3 son los mismos o diferentes y representan
un atomo de oxigeno, un atomo de azufre o N-R7, R® representa un atomo de hidrégeno, un grupo
saliente o un enlazador, R? representa un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo de 1 a 3 atomos de
carbono, m representa un nimero entero de 1 a 100, y n representa un nimero entero de 0 a 3.

En el copolimero X de la presente invencién, la unidad estructural (A) funciona como una unidad que
imparte hidrofilicidad, y la unidad estructural (B) funciona como una unidad que imparte hidrofobicidad.
Ademas, la unidad estructural (C) funciona como un andamio en el cual el ingrediente activo (farmaco
o sustancia fisioldgicamente activa) esta unido al copolimero X o al copolimero reconocible por objetivo.
Tener estas tres unidades estructurales sirve para impartir al copolimero X, al copolimero reconocible
por objetivo o el complejo farmacoldgico de la presente invencion una propiedad de formar SCNP en
agua, y para facilitar que el SCNP formado para controlar con precision el diametro de particula a una
escala diminuta de 20 nm o menos, y para funcionar como un portador de suministro de farmaco que
tiene una alta acumulacién tumoral.

R! en la unidad estructural (A) representa un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo de 1 a 3 dtomos
de carbono, y es preferiblemente un atomo de hidrégeno o un grupo metilo, preferiblemente un atomo
de hidrégeno, un grupo etilo o un grupo propilo, y mas preferiblemente un atomo de hidrégeno.

X! representa un atomo de oxigeno, un atomo de azufre o N-R7, y es preferiblemente un atomo de
oxigeno, un atomo de azufre o NH, y mas preferiblemente un dtomo de oxigeno.

m representa un nimero entero de 1 a 100, es preferiblemente un nimero entero de 3 a 100, y desde

un punto de vista de impartir buena hidrofilicidad, preferiblemente de 3 a 80, mas preferiblemente de 4
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a 60, aun mas preferiblemente de 4 a 40, e incluso mas preferiblemente de 4 a 22.

R* representa un grupo alquilo de 1 a 3 atomos de carbono, especificamente un grupo metilo, un grupo
etilo, un grupo n-propilo o un grupo isopropilo, preferiblemente un grupo metilo o un grupo etilo, y mas
preferiblemente un grupo metilo.

R? en la unidad estructural (B) representa un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo de 1 a 3 dtomos
de carbono, y es preferiblemente un dtomo de hidrégeno o un grupo metilo, preferiblemente un atomo
de hidrégeno, un grupo etilo o un grupo propilo, y mas preferiblemente un atomo de hidrégeno.

X? representa un atomo de oxigeno, un atomo de azufre o N-R7, y es preferiblemente un atomo de
oxigeno, un atomo de azufre o NH, y mas preferiblemente un atomo de oxigeno.

n representa un nuimero entero de 0 a 3, preferiblemente un ndmero entero de 1 a 3, y mas
preferiblemente 1.

R> representa un atomo de hidrdgeno, un grupo alquilo de 1 a 18 atomos de carbono, un grupo
cicloalquilo de 3 a 8 miembros que opcionalmente tiene un sustituyente, un grupo adamantilo, un grupo
arilo de 6 a 18 atomos de carbono que opcionalmente tiene un sustituyente, o un grupo heteroarilo de
5 a 10 miembros que opcionalmente tiene un sustituyente, y desde un punto de vista de impartir la
hidrofobicidad a la unidad estructural (B), preferiblemente un grupo alquilo de 1 a 18 atomos de carbono,
un grupo cicloalquilo de 3 a 8 miembros que opcionalmente tiene un sustituyente, un grupo adamantilo,
un grupo arilo de 6 a 18 atomos de carbono que opcionalmente tiene un sustituyente, o un grupo
heteroarilo de 5 a 10 miembros que opcionalmente tiene un sustituyente, mas preferiblemente un grupo
alquilo de 1 a 18 dtomos de carbono, un grupo cicloalquilo de 3 a 8 miembros que opcionalmente tiene
un sustituyente, un grupo adamantilo, un grupo arilo de 6 a 18 atomos de carbono que opcionalmente
tiene un sustituyente, o un grupo heteroarilo de 5 a 10 miembros que opcionalmente tiene un
sustituyente, y aun mas preferiblemente un grupo alquilo de 1 a 18 atomos de carbono, un grupo
cicloalquilo de 3 a 8 miembros, un grupo adamantilo o un grupo arilo de 6 a 18 atomos de carbono.
Mientras tanto, también es preferible un grupo cicloalquilo de 3 a 8 miembros que opcionalmente tiene
un sustituyente, un grupo adamantilo, un grupo arilo de 6 a 14 4tomos de carbono que opcionalmente
tiene un sustituyente, o un grupo heteroarilo de 6 a 10 miembros que opcionalmente tiene un
sustituyente. Aqui, el sustituyente es preferiblemente uno o mas tipos seleccionados de un atomo de
halégeno, un grupo alquilo que tiene de 1 a 6 atomos de carbono, un grupo alquenilo que tiene de 2 a
6 atomos de carbono y un grupo alquinilo que tiene de 2 a 6 atomos de carbono.

R3 en la unidad estructural (C) representa un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo de 1 a 3 atomos
de carbono, y es preferiblemente un atomo de hidrégeno o un grupo metilo, preferiblemente un atomo
de hidrégeno, un grupo etilo o un grupo propilo, y mas preferiblemente un atomo de hidrégeno.

X3 representa un atomo de oxigeno, un atomo de azufre o N-R7, y es preferiblemente un atomo de

oxigeno, un atomo de azufre o NH, y mas preferiblemente un atomo de oxigeno o NH.
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R® representa un atomo de hidrégeno, un grupo saliente o un enlazador. El grupo saliente es un grupo
que puede desprenderse cuando la unidad estructural (C) se une al farmaco (sustancia fisioldgicamente
activa), y el enlazador es un grupo que puede usarse para la reticulacién cuando la unidad estructural
(C) se une al farmaco (sustancia fisioldgicamente activa). A medida que el grupo saliente o enlazador,
un grupo alquilo de 1 a 18 atomos de carbono que opcionalmente tiene un sustituyente, un grupo
cicloalquilo de 3 a 8 miembros que opcionalmente tiene un sustituyente o un grupo aralquilo de 7 a 19
atomos de carbono que opcionalmente tiene un sustituyente es preferible. Aqui, los ejemplos del
sustituyente incluyen un atomo de haldgeno, un grupo alquilo que tiene de 1 a 6 dtomos de carbono,
un grupo alquenilo que tiene de 2 a 6 dtomos de carbono, un grupo alquinilo que tiene de 2 a 6 dtomos
de carbono, un grupo hidroxilo, un grupo alcoxi que tiene de 1 a 6 atomos de carbono, un grupo amino,
un grupo alquilamino que tiene de 1 a 6 atomos de carbono, un grupo di-alquilamino que tiene de 1 a
6 atomos de carbono en el cual los grupos alquilo son los mismos o diferentes, un grupo tiol, un grupo
alquiltio que tiene de 1 a 6 atomos de carbono, un grupo carboxilo, un grupo alcoxicarbonilo que tiene
de 1 a 6 atomos de carbono, y un grupo carbamoil. Entre estos grupos, el enlazador es preferiblemente
un grupo que tiene un grupo funcional tal como un grupo hidroxil, un grupo amino, un grupo tiol, o un
grupo carboxil como un sustituyente.

Ejemplos especificos preferidos del grupo saliente de R® incluye un grupo representado por la siguiente

formula (4):

N0 N
(4)

Los ejemplos especificos preferidos del enlazador de R® incluyen un grupo representado por la siguiente

férmula (5):

1 8
}{Ak\x4,R
(3)

en donde, R® representa un atomo de hidrégeno o un farmaco, Ak! representa un enlace alquileno de 1
a 7 atomos de carbono, y X* representa un atomo de oxigeno, un atomo de azufre, o -N(R”)- (R’
representa un atomo de hidrégeno o un grupo alquilado de 1 a 3 atomos de carbono). Un grupo
representado por la formula (5) en donde X* representa un atomo de oxigeno, un atomo de azufre o NH
es mas preferible.

El copolimero X de la presente invencion es el copolimero que tiene las unidades estructurales
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representadas por las férmulas (A), (B) y (C). El copolimero X puede ser un copolimero aleatorio o un
copolimero de bloque, y es preferiblemente un copolimero aleatorio. En cuanto a la proporcion de
composicion de cada unidad estructural en una molécula, cuando (A) es 1 parte en masa,
preferiblemente (B) es de 0.01 a 100 partes en masa y (C) es de 0.1 a 100 partes en masa; mas
preferiblemente (B) es de 0.05 a 18 partes en masa y (C) es de 0.1 a 20 partes en masa, y
particularmente preferiblemente (B) es de 0.05 a 4 partes en masa y (C) es de 0.1 a 16 partes en masa.
Un grado de polimerizacién del copolimero X de la presente invencion no esta particularmente limitado,
y es preferiblemente de 5 000 a 150 000, y mas preferiblemente de 8 000 a 150 000 como peso molecular
promedio en nimero.

En el copolimero de la presente invencién, como se describié anteriormente, el monédmero representado
por la formula general (1) funciona como una unidad que imparte la hidrofilicidad, y el mondémero
representado por la formula general (2) funciona como una unidad que imparte la hidrofobicidad.
Ademas, el mondmero representado por la férmula general (3) funciona como un armazon al cual se
unen el farmaco y el copolimero. Los ejemplos del monémero que funciona como la unidad hidrofoba
representada por la férmula general (2) incluyen mondmeros representados por las siguientes formulas.

| “~

[oRl e} o]



Y aéb
wlﬁ

&



10

15

20

25

30

35

21

En la formula general (1), R! representa un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo de 1 a 3 atomos de
carbono, y es preferiblemente un atomo de hidrégeno o un grupo metilo, preferiblemente un atomo de
hidrégeno, un grupo etilo o un grupo propilo, y mas preferiblemente un atomo de hidrégeno.

En la formula general (2), R? representa un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo de 1 a 3 atomos de
carbono, y es preferiblemente un atomo de hidrégeno o un grupo metilo, preferiblemente un atomo de
hidrégeno, un grupo etilo o un grupo propilo, y mas preferiblemente un atomo de hidrégeno.

En la formula general (3), R3 representa un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo de 1 a 3 atomos de
carbono, y es preferiblemente un dtomo de hidrégeno o un grupo metilo, preferiblemente un atomo de
hidrdgeno, un grupo etilo o un grupo propilo, y mas preferiblemente un atomo de hidrégeno.

En la férmula general (1), R* representa un grupo alquilo de 1 a 3 dtomos de carbono, especificamente
un grupo metilo, un grupo etilo, un grupo n-propilo o un grupo isopropilo, preferiblemente un grupo
metilo o un grupo etilo, y mas preferiblemente un grupo metilo.

En la formula general (1), X! representa un atomo de oxigeno, un dtomo de azufre, o N-R7, y es
preferiblemente un atomo de oxigeno, un atomo de azufre, o NH, y mas preferiblemente un atomo de
oxigeno.

En la férmula general (1), m representa un nimero entero de 1 a 100, y es preferiblemente un nimero
entero de 3 a 100, y preferiblemente de 3 a 80, mas preferiblemente de 4 a 60, aln mas preferiblemente
de 4 a 40, y aun mas preferiblemente de 4 a 22 desde el punto de vista de impartir buena hidrofilicidad.
En la formula general (2), R® representa un dtomo de hidrégeno, un grupo alquilo de 1 a 18 dtomos de
carbono, un grupo cicloalquilo de 3 a 8 miembros que opcionalmente tiene un sustituyente, un grupo
adamantilo, un grupo arilo de 6 a 18 atomos de carbono que opcionalmente tiene un sustituyente, o un
grupo heteroarilo de 5 a 10 miembros que opcionalmente tiene un sustituyente, y desde el punto de
vista de impartir hidrofobicidad a la unidad estructural (B), un grupo alquilo de 1 a 18 atomos de carbono,
un grupo cicloalquilo de 3 a 8 miembros que opcionalmente tiene un sustituyente, un grupo adamantilo,
un grupo arilo de 6 a 18 atomos de carbono que opcionalmente tiene un sustituyente, o un grupo
heteroarilo de 5 a 10 miembros que opcionalmente tiene un sustituyente es preferible, un grupo alquilo
de 1 a 18 atomos de carbono, un grupo cicloalquilo de 3 a 8 miembros que opcionalmente tiene un
sustituyente, un grupo adamantilo, es mas preferible un grupo arilo de 6 a 18 dtomos de carbono que
opcionalmente tiene un sustituyente, o un grupo heteroarilo de 5 a 10 miembros que opcionalmente
tiene un sustituyente, y es mas preferible un grupo alquilo de 1 a 18 atomos de carbono, un grupo
cicloalquilo de 3 a 8 miembros, un grupo adamantilo o un grupo arilo de 6 a 18 atomos de carbono.
Ademas, también se prefiere un grupo cicloalquilo de 3 a 8 miembros que opcionalmente tenga un
sustituyente, un grupo adamantilo, un grupo arilo de 6 a 14 atomos de carbono que opcionalmente tiene
un sustituyente o un grupo heteroarilo de 6 a 10 miembros que opcionalmente tiene un sustituyente.

En este caso, el sustituyente es preferiblemente uno o dos o mas seleccionados entre un atomo de
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haldgeno, un grupo alquilo que tiene de 1 a 6 atomos de carbono, un grupo alquenilo que tiene de 2 a
6 atomos de carbono y un grupo alquinilo que tiene de 2 a 6 atomos de carbono.

En la formula general (2), X? representa un atomo de oxigeno, un atomo de azufre o N-R7, y es
preferiblemente un dtomo de oxigeno, un atomo de azufre o NH, y mas preferiblemente un atomo de
oxigeno.

En la formula general (2), n representa un numero entero de 0 a 3, preferiblemente un nimero entero
de 1 a 3, y mas preferiblemente 1.

En la formula general (3), R® representa un atomo de hidrdégeno, un grupo saliente o un enlazador. A
medida que el grupo saliente o enlazador, es preferible un grupo alquilo de 1 a 18 atomos de carbono
que opcionalmente tiene un sustituyente, un grupo cicloalquilo de 3 a 8 miembros que opcionalmente
tiene un sustituyente, o un grupo aralquilo de 7 a 19 atomos de carbono que opcionalmente tiene un
sustituyente. En este caso, los ejemplos del sustituyente incluyen un atomo de halégeno, un grupo
alquilo que tiene de 1 a 6 dtomos de carbono, un grupo alquenilo que tiene de 2 a 6 dtomos de carbono,
un grupo alquinilo que tiene de 2 a 6 atomos de carbono, un grupo hidroxilo, un grupo alcoxi que tiene
de 1 a 6 atomos de carbono, un grupo amino, un grupo alquilamino que tiene de 1 a 6 atomos de
carbono, un grupo di-alquilamino que tiene de 1 a 6 atomos de carbono en el cual los grupos alquilo son
iguales o diferentes, un grupo tiol, un grupo alquiltio que tiene de 1 a 6 atomos de carbono, un grupo
carboxilo, un grupo alcoxicarbonilo que tiene de 1 a 6 atomos de carbono y un grupo carbamoilo. Entre
estos grupos, como el enlazador, es preferible un grupo que tiene un grupo funcional tal como un grupo
hidroxilo, un grupo amino, un grupo tiol o un grupo carboxilo como sustituyente.

Los ejemplos especificos preferidos del grupo saliente de R® incluyen un grupo representado por la

siguiente formula (4):

o

Ejemplos especificos preferidos del enlazador de R® incluyen un grupo representado por la siguiente

formula (5):

1 8
AL R
()

en donde, R® representa un atomo de hidrégeno o un farmaco, Ak! representa un enlace alquileno de 1

a 7 atomos de carbono, y X* representa un atomo de oxigeno, un atomo de azufre, o -N(R”)- (R’
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representa un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo de 1 a 3 dtomos de carbono). Es preferible un
grupo representado por la formula (5) en donde X* representa un atomo de oxigeno, un atomo de
azufre, o NH.

En la formula general (3), X3 representa un atomo de oxigeno, un atomo de azufre, o N-R7, y es
preferiblemente un atomo de oxigeno, un atomo de azufre, o NH, y mas preferiblemente un atomo de
oxigeno o NH.

El copolimero X de la presente invencion se forma al copolimerizar tres mondmeros representados por
las formulas generales (1) a (3). La copolimerizacion puede ser una copolimerizacién aleatoria o una
copolimerizacion de bloque, y aquellas formadas por copolimerizacion aleatoria son preferibles. En
cuanto a la proporcion de mezcla de los tres mondmeros, es preferible que se polimericen de 0.01 a 100
partes en masa de mondmero (2) y de 0.1 a 100 partes en masa de mondmero (3), es mas preferible
que se polimericen de 0.05 a 18 partes en masa de mondmero (2) y de 0.1 a 20 partes en masa de
monomero (3), y es particularmente preferible que se polimericen de 0.05 a 4 partes en masa de
mondmero (2) y de 0.1 a 16 partes en masa de monomero (3), con respecto a 1 parte en masa de
monomero (1).

Ademas, los “solvatos” en los cuales se coordinan varios disolventes también se incluyen en el copolimero
X de la presente invencion. En la presente descripcién, los ejemplos del “solvato” incluyen un hidrato y
un etanolato. El disolvente puede coordinarse con el copolimero X de la presente invencion en cualquier
ndmero.

El copolimero X de la presente invencion puede producirse mediante varios métodos conocidos. El
método de produccion no esta particularmente limitado y, por ejemplo, el copolimero X puede producirse

de conformidad con un método basico de sintesis de polimeros descrito a continuacion.

S 9 "
_R" a o H | T 10
° S

0 Iniciador, Solvente

R (D

donde R' representa un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo de 1 a 3 atomos de carbono, y R"
representa el grupo representado por R*, R> 0 R®,

Esta reaccion muestra una etapa de produccion de un polimero (III) mediante la reacciéon de un
mondmero (I) con un agente de transferencia de cadena (II) y un iniciador. Esta reaccion puede
realizarse en la ausencia de un disolvente o en un disolvente como alcoholes como metanol, etanol, 1-
propanol y 2-propanol; éteres tal como éter dietilico, tetrahidrofurano y 1,4-dioxano; hidrocarburos

aromaticos como benceno, tolueno y xileno; hidrocarburos halogenados como diclorometano, cloroformo
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y 1,2-dicloroetano; N,N-dimetilformamida; N,N-dimetilacetamida; N-metilpirrolidona; acetonitrilo; y
acetato de etilo, y es preferible utilizar hidrocarburos aromaticos como tolueno y xileno como disolvente.
Como el agente de transferencia de cadena, es posible utilizar acido 2-(dodeciltiocarbonotioiltio)-2-
metilpropidnico (DDMAT), dodeciltritiocarbonato de cianometilo (CDTTC), tritiocarbonato de 2-ciano-2-
propildodecilo (CPDTTC), acido 4-ciano-4-[(dodecilsulfanil-tiocarbonil)sulfanil]Jpentanoico (CDSPA), éster
3-azido-1-propanol del acido 2-(dodeciltiocarbonotioiltio)-2-metilpropidnico (N3-CTA), éster N3-PEGm-
CTA (m es como se definié anteriormente), por ejemplo, éster 2-(2-(2-azidoetoxi)etoxi)etilico del acido
2-(dodeciltiocarbonotioiltio)-2-metilpropidnico (N3-PEG2Ester-CTA), éster de acido 2-
(dodeciltiocarbonotioiltio)-2-metilpropidnico 17-azido-3,6,9,12,15-pentaoxaheptadecan-1-ol (Ns-
PEG5Ester-CTA), éster de acido 2-(dodeciltiocarbonotioiltio)-2-metilpropidnico  23-azido-
3,6,9,12,15,18,21-heptaoxatricosan-1-ol (N3-PEG7Ester-CTA), N3-PEGmAmide-CTA (m es como se
describié anteriormente), por ejemplo, N-(8-azido-3,6-dioxaoctan-1-il)-2-(dodeciltiocarbonotioiltio)-2-
metilpropanamida (N3-PEG2Amide-CTA), N-(17-azido-3,6,9,12,15-pentaoxaheptadecan-1-il)-2-
(dodeciltiocarbonotioiltio)-2-metilpropanamida (N3-PEG5Amide-CTA), o N-(23-azido-3,6,9,12,15,18,21-
heptaoxatricosan-1-il)-2-(dodeciltiocarbonotioiltio)-2-metilpropanamida (N3-PEG7Amide-CTA), y es
preferible utilizar DDMAT o N3-CTA, y mas preferiblemente N3-CTA. Donde la polimerizacion se lleva a
cabo utilizando un agente de transferencia de cadena, el copolimero X de la presente invencion tiene
una estructura en la que una parte o la totalidad de una estructura del agente de transferencia de cadena
estd parcialmente unida. Cuando el copolimero X incluye una estructura de un agente de transferencia
de cadena, la estructura puede eliminarse mediante un método adecuado.

A medida que un iniciador puede utilizarse, un iniciador de polimerizacién azo, como 2,2'-azobis-
isobutironitrilo  (AIBN), 1,1'-azobis(ciclohexanocarbonitrilo) (ACHN), 2,2'-azobis-2-metilbutironitrilo
(AMBN), 2,2'-azobis-2,4-dimetilvaleronitrilo (ADVN) o dimetil 2,2'-azobis(2-metilpropionato) (MAIB), y
AIBN preferiblemente es utilizado.

La temperatura de reaccion es de 0 a 300°C, preferiblemente de 0 a 150°C y, mas preferiblemente, de
1 a 100°C, y el tiempo de reaccion es de 1 minuto a 48 horas y, preferiblemente, de 5 minutos a 24
horas. En esta reaccion, se puede producir un copolimero copolimerizado aleatorio X llevando a cabo la
reaccion en coexistencia de mondmeros (I) que tienen diferentes estructuras.

Por ejemplo, si se utiliza el N3-CTA que tiene un grupo azida como el agente de transferencia de cadena,
se obtendra el copolimero X que tiene un extremo en el que esta presente el grupo azida, lo cual es
ventajoso para la produccion del copolimero reconocible por objetivo mediante una reacciéon de clic
descrita mas adelante.

A medida que molécula de reconocimiento objetivo que se une al copolimero X, es preferible un
anticuerpo que reconoce un marcador o un receptor expresado en la superficie celular, una forma

mutante (modificada) del mismo o un fragmento funcional (anticuerpo fragmentado) del mismo, y
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especificamente, ejemplos de la molécula de reconocimiento objetivo pueden incluir anticuerpos o
cuerpos mutantes (modificados) o fragmentos funcionales de los mismos que se dirigen a uno o mas de
BCMA, BLyS, CA-125, CCR4, CD3, CD19, CD20, CD22, CD25, CD30, CD33, CD38, CD40L, CD52, CD74,
CD79b, CEACAM5, CEACAMS6, CSAp, CTLA-4, CXCR4, EGFR, EpCAM, ErbB2(HER2), GD2, gp100, HLA-
DR, IGF-1R, IL-6R, cMET, MUC1, Nectin-4, PD-1, PD-L1, PDGFR, SLAMF7, PSMA, TAG-72, TF, TNF-q,
TROP-2(EGP-1), VEGF, VEGFR1, VEGFR2, integrina a4, a fetoproteina (AFP), fibrina, CAIX, A33, B7,
CA125, CCL19, CD2, CD4, CD8, CD11A, CD14, CD15, CD16, CD18, CD23, CD32b, CD37, CD40, CD44,
CD45, CD54, CD55, CD59, CD64, CD66, CD70, CD80, CD95, CD138, CD147, CD154, CD276, EGFRVIII,
FGF, Flt-1, FRa, HMGB-1, IL-4R, IL-12, IL-15, IGF-1, IGF-2, MIF, TRAG-3, MCP-1, CD67, CD70L, CD79a,
CD132, CD133, CDC27, CDK-4/m, CDKN2A, CXCR7, CXCL12, HIF-1a, EGP-2, ILGF-1R, SAGE, S100,
survivina, survivina-2B, TAC, tenascina, TRAIL-R, antigeno Tn, antigeno Thomsen-Friedenreich, WT-1,
bcl-2, bcl-6 o Kras.

Aqui, los ejemplos de objetivo preferibles pueden incluir anticuerpos dirigidos a uno o mas seleccionados
del grupo que consiste en CD20, CD276, MUC1, EGFR, HER2, PD-L1 y TROP-2, o formas mutantes
(modificadas) o fragmentos funcionales de los mismos.

Ejemplos de anticuerpos individuales preferibles incluyen alemtuzumab (anti-CD52), bevacizumab (anti-
VEGF), ramucirumab (anti-VEGFR2), cetuximab (anti-EGFR), gemtuzumab (anti-CD33), panitumumab
(anti-EGFR), necitumumab (anti-EGFR), amivantamab (anti-EGFR/cMET), rituximab (anti-CD20),
ibritumomab (anti-CD20), tositumomab (anti-CD20), ofatumumab (anti-CD20), mosunetuzumab (anti-
CD20/CD3), trastuzumab (anti-ErbB2), pertuzumab (anti-HER2), margetuximab (anti-HER2), patritumab
(anti-HER3), lambrolizumab (anti-PD-1), nivolumab (anti-PD-1), pembrolizumab (anti-PD-1), cemiplimab
(anti-PD-1), dostarlimab (anti-PD-1), toripalimab (anti-PD-1), atezolizumab (anti-PD-L1), avelumab
(anti-PD-L1), durvalumab (anti-PD-L1), Ipilimumab (anti-CTLA-4), abagovomab (anti-CA-125),
adecatumumab (anti-EpCAM), belantamab (anti-BCMA), mogamulizumab (anti-CCR4), catumaxomab
(anti-CD3/EpCAM), edrecolomab (anti-EpCAM), blinatumomab (anti-CD19/CD3), tafasitamab (anti-
CD19), loncastuximab (anti-CD19), inotuzumab (anti-CD22), moxetumomab (anti-CD22), brentuximab
(anti-CD30), polatuzumab (anti-CD79b), dinutuximab (anti-GD2), naxitamab (anti-GD2), tebentafusp
(anti-gp100/CD3), enfortumab (anti-Nectin-4), olaratumab (anti-PDGFR), elotuzumab (anti-SLAMF7),
tisotumab (anti-TF), sacituzumab (anti-TROP-2), tocilizumab (también conocido como atlizumab: anti-
receptor de IL-6), obinutuzumab (también conocido como GA101: anti-CD20), CC49 (anti-TAG-72), AB-
PG1-XG1-026 (anti-PSMA, US 8,114,965, depositado como ATCC PTA-4405 y PTA-4406), D2/B (anti-
PSMA, WO 2009/130575 A), daclizumab (anti-CD25), muromonab-CD3 (anti-CD3), natalizumab
(integrina anti-a4), infliximab (anti-TNF-a), certolizumab pegol (anti-TNF-a), adalimumab (anti-TNF-a),
dapirolizumab pegol (anti-CD40L), letolizumab (anti-CD40L), ruplizumab (anti-CD40L), belimumab (anti-
BLyS), 59D8 (anti-fibrina), biciromab (también conocido como T2G1s: anti-fibrina), MH1 (anti-fibrina),
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felzartamab (anti-CD38), isatuximab (anti-CD38), daratumumab (anti-CD38), hR1 (anti-IGF-1R,
publicacion de EE.UU. No. 2010/226,884), clivatuzumab (anti-MUC1), gatipotuzumab (anti-MUC1),
veltuzumab (también conocido como hA20: anti-CD20, EE.UU. 7,151,164), hA19 (anti-CD19, EE.UU.
7,109,304), hIMMU31 (anti-AFP, EE.UU. 7,300,655), milatuzumab (también conocido como hLL1 (anti-
CD74, EE.UU. 7,312,318), epratuzumab (también conocido como hLL2: anti-CD22, EE.UU. 7,074,403),
hMu-9 (anti-CSAp, EE.UU. 7,387,773), hL243 (anti-HLA-DR, EE.UU. 7,612,180), labetuzumab (también
conocido como hMN-14: anti-CEACAM5, EE.UU. 6,676,924), hMN-3 y hMN-15 (anti-CEACAM6, US 7 541
440), Ab124 y Ab125 (anti-CXCR4, US 7,138,496), G250 (anti-CAIX), A33 (anti-A33), galiximab (anti-
B7), OC125 (anti-CA125), abagovomab (anti-CA125), CAP-100 (anti-CCL19), TRX-3 (anti-CD2), IT-1208
(anti-CD4), zanolimumab (anti-CD4), crefmirlimab (anti-CD8), afelimomab (anti-CD11A), citolina (anti-
CD11A), efalizumab (anti-CD11A), odulimomab (anti-CD11A), atibuclimab (anti-CD14), fanolesomab
(anti-CD15), GTB-4550 (anti-CD16), erenumab (anti-CD18), odulimomab (anti-CD18), rovelizumab (anti-
CD18), lumiliximab (anti-CD23), obexelimab (anti-CD32b), BI-1206 (anti-CD32b), HuMax-CD32b (anti-
CD32b), NVS-32b (anti-CD32b), NNV-003 (anti-CD37), lilotomab (anti-CD37), K7153A (anti-CD37),
iscalimab (anti-CD40), ChiLob7/4 (anti-CD40), CDX-1140 (anti-CD40), TNX-1500 (anti-CD40L), TES-23
(anti-CD44), bivatuzumab (anti-CD44), actimab-B (anti-CD45), BI-505 (anti-CD54), enlimomab (anti-
CD54), MOR-101 (anti-CD54), MOR-102 (anti-CD54), Onyvax-105 (anti-CD55), GB-262 (anti-CD55),
PAT-SC1 (anti-CD55), VG-102 (anti-CD55), AR36A36.11.1 (anti-CD59), KNP-302 (anti-CD59), MDX-210
(anti-CD64), MDX-220 (anti-CD64), tinurilimab (anti-CD66c), cusatuzumab (anti-CD70), MDX-1411 (anti-
CD70), cosibelimab (anti-PD-L1), galiximab (anti-CD80), novotarg (anti-CD95), DOM-1112 (anti-CD138),
indatuximab (anti-CD138), gavilimomab (anti-CD147), letolizumab (anti-CD154), ABI-793 (anti-CD154),
DOM-0800 (anti-CD154), ifinatamab (anti-CD276), mirzotamab (anti-CD276), vobramitamab (anti-
CD276), AMG-596 (anti-EGFRVIII), bemarituzumab (anti-FGF), burosumab (anti-FGF), U3-1784 (anti-
FGF), aprutumab (anti-FGF), icrucumab (anti-Flt-1/VEGFR), farletuzumab (anti-FRa), mirvetuximab
(anti-FRa), girentuximab (anti-CAIX), MEDI-541 (anti-HMGB-1), dupilumab (anti-IL-4R), levilimab (anti-
IL-6R), SANT-7 (anti-IL-6R), vobarilizumab (anti-IL-6R), sarilumab (anti-IL-6R), clazakizumab (anti-IL-
6R), TZLS-501 (anti-IL-6R), ustekinumab (anti-IL-12), briakinumab (anti-IL-12), ordesekimab (anti-IL-
15), cixutumumab (anti-IGF-1), figitumumab (anti-IGF-1), teprotumumab (anti-IGF-1), dalotuzumab
(anti-IGF-1), ganitumab (anti-IGF-1), robatumumab (anti-IGF-1), AVE1642 (anti-IGF-1), dusigitumab
(anti-IGF-1/2), istiratumab (anti-IGF-1), xentuzumab (anti-IGF-1), imalumab (anti-MIF), relatlimab (anti-
TRAG-3), carlumab (anti-MCP-1), alacizumab pegol (anti-VEGFR-2), brolucizumab (anti-VEGFR),
gentuximab (anti-VEGFR) y olinvacimab (anti-VEGFR-2).

El enlazador el cual se une al copolimero X puede ser cualquier enlazador siempre que enlace (interactte
con) el copolimero X con el farmaco o la molécula de reconocimiento objetivo, y puede ser un residuo

de aminoacido, un derivado bifuncional, un enlace que utiliza una reaccién bioortogonal, un enlace de
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alquileno, un enlace de polietilenglicol (PEG, por sus siglas en inglés), un enlace disulfuro o un enlace
de tioéter.

Ejemplos del enlazador que tiene un sitio de escisidén (por ejemplo, un sitio de escision de catepsina B,
un sitio de escisién de catepsina C o un sitio de escision de catepsina D) por una proteasa incluyen
péptidos en los cuales los residuos de aminoacidos son, por ejemplo, alanina, fenilalanina, glicina, valina,
lisina, citrulina, serina, un acido glutamico y un acido aspartico. Por ejemplo, los enlaces incluyen
dipéptido, tripéptido, tetrapéptido o pentapéptido, y el residuo de aminoacido puede ser un residuo de
aminoacido natural o no natural. Ejemplos de los mismos incluyen valina-citrulina (ve o val-cit), valina-
alanina (va o val-ala), valina-lisina (val-lys), fenilalanina-alanina (phe-ala), fenilalanina-lisina (fk o phe-
lys), fenilalanina-citrulina (phe-cit), fenilalanina-fenilalanina-lisina (phe-phe-lys), alanina-fenilalanina (af
o ala-phe), alanina-lisina (ala-lys), glicina-glicina (gly-gly), glicina-alanina-fenilalanina (gly-ala-phe),
glicina-valina-citrulina (gly-val-cit), glicina-glicina-glicina (gly-gly-gly), glicina-fenilalanina-lisina (gly-phe-
lys), glicina-fenilalanina-leucina-glicina (gly-phe-leu-gly), glicina-glicina-fenilalanina-glicina (gly-gly-phe-
gly), leucina-citrulina (leu-cit), isoleucina-citrulina (ile-cit), triptdéfano-citrulina (trp-cit) o alanina-leucina-
alanina-leucina (ala-leu-ala-leu).

Ejemplos del enlazador que forma un grupo carbamato/grupo carbonato con el farmaco o el anticuerpo
a través del alcohol de péptido-p-aminobencilico (“péptido-PAB") incluyen carbamato de valina-citrulina-
p-aminobencilo, carbamato de maleimidocaproil-p-aminobencilo, carbamato de maleimidocaproil-
fenilalanina-lisina-p-aminobencilo o carbamato de maleimidocaproil-valina-citrulina-p-aminobencilo.
Ejemplos del derivado bifuncional incluyen éster de N-[B-maleimidopropiloxi]succinimida (BMPS), éster
de [N-e-maleimidocaproiloxi]succinimida (EMCS), éster de N-[y-maleimidobutiriloxi]succinimida (GMBS),
éster de m-maleimidobenzoil-N-hidroxisuccinimida (MBS), éster de [N-g-
maleimidocaproiloxi]sulfosuccinimida (sulfo-EMCS), éster de N-[y-maleimidobutiriloxi]sulfosuccinimida
(sulfo-GMBS), éster de m-maleimidobenzoil-N-hidroxisulfosuccinimida (sulfo-MBS), N-succinimidil-3-(2-
piridilditio)propionato (SPDP), succinimidil-4-(N-maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilato (SMCC), N-
succinimidil-4-(2-piridiltio)pentanoato  (SPP), iminotiolano (IT), imidoésteres (por ejemplo,
dimetiladipimidato HCI), ésteres activos (por ejemplo, sulfato de disuccinimidil), aldehidos (por ejemplo,
glutaraldehido), compuestos de bis-azida (por ejemplo, bis(p-azidobenzoil)hexanodiamina), derivados
de bis-diazonio (por ejemplo, bis-(p-diazoniobenzoil)-etilendiamina), diisocianatos (por ejemplo, tolueno
2,6-diisocianato), compuestos de flGor his-activos (por ejemplo, 1,5-difluoro-2,4-dinitrobenceno), éster
DBCO-NHS, éster DBCO-C6-NHS, éster DBCO-Sulfo-NHS, éster DBCO-PEG4-NHS, éster DBCO-PEG5-NHS
Ester, éster sulfo DBCO-TFP, éster sulfo DBCO-PEG4-TFP, éster DBCO-PEG5-TFP, éster DBCO-STP, 4cido
DBCO, acido DBCO-C6, acido DBCO-PEG5, amina DBCO, amina DBCO-PEG4, amina sulfo DBCO,
maleimida DBCO, maleimida sulfo DBCO, maleimida DBCO-PEG4, BCN-PEG3-Val-Cit, DBCO-PEG4-Val-
Cit-PAB-PNP o TCO-PEG4-Val-Cit-PAB-PNP.
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Ejemplos de los mismos incluyen un enlace de triazol y oxima/hidrazona formado por la reaccién
bioortogonal, por ejemplo, una reaccién de Huisgen entre la azida y el alquino.

Ademas, por ejemplo, se pueden utilizar un enlace alquileno, un enlace polietilenglicol (PEG), un enlace
disulfuro o un enlace tioéter de forma individual o en combinacion.

Una combinacion preferible esta representada por la siguiente formula (a):

* g*
-% J! Ak?—B' L B? A —J2 S=

(a)

en donde, J! es un enlace para la molécula de reconocimiento objetivo o el farmaco, J? es un enlace
para el copolimero X, Ak? y Ak3 representan cada uno de manera independiente un enlace individual o
un enlace de alquileno de 1 a 7 atomos de carbono, B! y B? representan cada uno de manera
independiente un enlace individual, un enlace amida o un enlace éster, L' representa un enlace
individual, -(CH2CH20)oCH2CH>-, fenileno, ciclohexileno, -NH-péptido-CO-, o fenileno-NH-péptido-CO-, y
o representa un numero entero de 0 a 100.

En la formula general (a), J! es un enlace para la molécula de reconocimiento objetivo o el farmaco, y

los ejemplos del mismo pueden incluir -CO-, -S-, -CO-0-, -CO-Ak*-O-, o la siguiente formula (a'):

0

*15{?”( £ 2
o

(@)

en donde, *! representa un enlace a la molécula de reconocimiento objetivo o el farmaco, y *? representa
un enlace a Ak?.

En la férmula general (a), Ak?, Ak® y Ak* representan cada uno de manera independiente un enlace
individual o un enlace alquileno de 1 a 7 atomos de carbono.

En la férmula general (a), B! y B? representan cada uno de manera independiente un enlace individual,
un enlace amida o un enlace éster.

En la formula general (a), L' representa un enlace individual, -(CH2CH20)oCH2CH»-, fenileno,
ciclohexileno, -NH-péptido-CO- o fenileno-NH-péptido-CO-, y o representa un nimero entero de 0 a 100.
El péptido contiene de 2 a 5 residuos de aminoacidos.

En la formula general (a), J? es el enlace para el copolimero X, y representa un enlace individual, un
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enlace que contiene triazol formado, por ejemplo, por la reacciéon de Huisgen entre una azida y un grupo

funcional que contiene un alquino, o la siguiente formula (a"):

0]
*3%;\15‘\3/?( 3:; x4
o]

(@")

en donde, *3 representa un enlace al copolimero X y ™ representa un enlace a Ak®.
Como una combinacién mas preferible, el enlace del anticuerpo al copolimero X incluye “el enlace que
contiene triazol formado, por ejemplo, por la reaccion de Huisgen entre la azida y el grupo funcional que

contiene alquino”, y ejemplos del mismo pueden incluir la siguiente formula (b):

*
N 6 4
;\Js’Ak~Bs‘|}\/o}./\B4%1/J\ No
P 0

(b)

en donde, J° es un enlace para la molécula de reconocimiento objetivo, Ak® representa un enlace
individual o un enlace de alquileno de 1 a 7 atomos de carbono, B2 representa un enlace individual, un
enlace amida o un enlace éster, J* representa un enlace que contiene triazol formado, por ejemplo, por
la reaccion de Huisgen entre una azida y un grupo funcional que contiene alquino, y p y g representan
cada uno independientemente un nimero entero de 0 a 100.

En la formula general (b), J° es un enlace para la molécula de reconocimiento objetivo, y representa -

CO-, o la siguiente féormula (b"):

O

a§@ <

(b)
en donde, *° representa un enlace para la molécula de reconocimiento objetivo y *6 representa un enlace
a Ak®.
En la formula general (b), Ak® representa un enlace individual o un enlace alquileno de 1 a 7 4tomos de
carbono.

En la formula general (b), B3 y B* representan cada uno de manera independiente un enlace individual,
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un enlace amida o un enlace éster.

En la férmula general (b), p y q representan cada uno de manera independiente un ndimero entero de
0 a 100, preferiblemente un nimero entero de 1 a 50, y mas preferiblemente un nimero entero de 2 a
25.

En la formula general (b), J* es el enlace al copolimero X, y representa el enlace que contiene triazol
formado, por ejemplo, por la reaccion de Huisgen entre la azida y el alquino que contiene un grupo

funcional, y ejemplos de la misma pueden incluir la siguiente formula (b"):

(b%)

en donde, *7 representa un enlace a -CO- de formula general (b) y *® representa un enlace al copolimero
X.
Ademas, los ejemplos de enlaces mas preferibles de la molécula de reconocimiento objetivo para el

copolimero X pueden incluir un enlazador representado por las siguientes formulas (6) a (13):
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en donde, *7 representa un enlace para la molécula de reconocimiento objetivo y *8 representa un enlace
al copolimero X.
Ademas, ejemplos de una combinacion preferible del enlace del farmaco al copolimero X pueden incluir

la siguiente férmula (c):

* &
—g JS Ak’ B® L2 AK8 Js—é—

(c)

en donde, J° es un enlace para el copolimero X, J® es un enlace al farmaco, Ak’ y Ak® representan cada
uno de manera independiente un enlace individual o un enlace alquileno de 1 a 7 &tomos de carbono,
B> representa un enlace individual, un enlace amida o un enlace éster, y L? representa un enlace
individual, fenileno, ciclohexileno, -CO-péptido-NH-, o -CO-péptido-NH-fenileno.

En la formula general (c), J° es el enlace al copolimero X, y representa un enlace individual o la siguiente

formula (c'):
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en donde, * representa un enlace al copolimero X y *19 representa un enlace a Ak’.
En la formula general (c), Ak, Ak8, Ak® y Ak!® representan cada uno de manera independiente un enlace
individual o un enlace alquileno de 1 a 7 atomos de carbono.

5 Enlaférmula general (c), B® representa un enlace individual, un enlace amida o un enlace éster.
En la formula general (c), L? representa un enlace individual, fenileno, ciclohexileno, -CO-péptido-NH-,
0 -CO-péptido-NH-fenileno. El péptido contiene de 2 a 5 residuos de aminoacidos.
En la formula general (c), J® es un enlace para el farmaco, representa -CO-, -S-, -O-CO-, -O-Ak!°-CO-, o
la siguiente formula (c"), e incluye preferiblemente un atomo de azufre derivado del farmaco y un “enlace

10  disulfuro”,

o

>x=11/'aé N}{ 212
o

(c”)

en donde, *!! representa un enlace para el farmaco y "2 representa un enlace a Ak8.
Ademas, los ejemplos de un enlace mas preferible entre el farmaco y el copolimero X incluyen un

enlazador representado por las siguientes formulas (14) a (22):
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en donde "3 representa un enlace al copolimero X y *1* representa un enlace al farmaco.

En donde existen isomeros geométricos o isdmeros Opticos presentes en los compuestos de la presente
invencion, las mezclas o separaciones de esos isomeros también se incluyen en el alcance de la presente
invencién. La separacion de los isomeros se puede realizar mediante un método convencional.

El copolimero reconocible objetivo de la presente invencion se puede producir mediante varios métodos
conocidos. El método de produccion no esta particularmente limitado y, por ejemplo, el copolimero
reconocible objetivo se puede producir de conformidad con un método de sintesis a través de la reaccion

de clic descrita a continuacion.
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Reaccidn de clic

)

en donde R' representa un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo de 1 a 3 atomos de carbono, R"
representa un grupo representado por R*, R> o R® y Ab representa la molécula de reconocimiento
objetivo.

Un grupo SH de la molécula de reconocimiento objetivo se obtiene al reducir un enlace de disulfuro
entre residuos de cisteina que conectan cadenas. Ejemplos de un agente reductor incluyen
tricarboxietilfosfina (TCEP, por sus siglas en inglés), 2-mercaptoetanol, 2-mercaptoetilamina, clorhidrato
de cisteina, ditiotreitol y sales de los mismos (por ejemplo, clorhidrato). En este método, se puede
mezclar una soluciéon que contiene la molécula de reconocimiento objetivo y una solucién que contiene
el agente reductor. Ademas de generar un anticuerpo parcialmente reducido, es posible realizar una
reaccion con un enlazador que tiene un grupo funcional que reacciona con el grupo SH de la molécula
de reconocimiento objetivo para generar una molécula de reconocimiento objetivo unida al enlazador
(modificada). Una concentracion de la molécula de reconocimiento objetivo en esta reaccién es, por
ejemplo, 1 mg/mL a 100 mg/mL. Una concentracion del agente reductor es, por ejemplo, de 1 mM a
100 mM, y se puede mezclar en una cantidad excesiva con respecto a la molécula de reconocimiento
objetivo. El agente reductor se puede utilizar en un intervalo de 1 a 50 equivalentes molares, por
ejemplo, de 2 a 30 equivalentes molares, de 5 a 20 equivalentes molares, de 7 a 13 equivalentes molares
o de 10 equivalentes molares con respecto a la molécula de reconocimiento objetivo. Ademas, la reaccién
se puede realizar al calentar hasta un punto en el que la proteina no se desnaturalice, por ejemplo, en
un intervalo de 1 a 37°C, y el tiempo de reaccion se puede ajustar de conformidad con una cantidad del
agente reductor. Por ejemplo, el tiempo de reaccion es de aproximadamente varios segundos a 5
minutos, aproximadamente varios segundos a 2 minutos, preferiblemente aproximadamente 1 minuto a
5 minutos y, mas preferiblemente, aproximadamente 1 minuto a 2 minutos.

Para formar complejos de la molécula de reconocimiento objetivo y la SCNP mediante el enlace

covalente, se introduce un grupo funcional para una reaccion de formacion de complejos sobre una
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superficie de SCNP, y la formacion de complejos se puede realizar a través de una reaccién con el grupo
SH, el grupo amino o el grupo carboxilo en los extremos o cadenas laterales de las moléculas de
reconocimiento objetivo que pueden reaccionar con el grupo funcional. También es posible introducir un
espaciador en los extremos o las cadenas laterales de la molécula de reconocimiento objetivo con un
reactivo de reticulacion adecuado (reticulante) para formar un enlace covalente con la SCNP como una
molécula de reconocimiento objetivo modificada. Los ejemplos de tal formacidn de enlaces incluyen la
quimica de clic entre un grupo azida y un alquino, una reaccion entre un grupo sulfhidrilo y un grupo
maleimida, y una reaccién entre un grupo amino y un grupo succinimidilo.

La “quimica de clic” se clasifica como reacciones similares a reacciones bioquimicas naturales, que tienen
los siguientes atributos y caracteristicas. La quimica de clic es una reaccién muy eficiente que se
desarrolla rapidamente para obtener altos rendimientos, y es una reaccion muy selectiva que no produce
(o produce pocos) subproductos y permite grupos polifuncionales. Ademas, la quimica de clic se
desarrolla bajo condiciones de reaccidon suaves, tal como una temperatura baja (o temperatura
ambiente) o en una solucion acuosa. Esta reaccion se puede realizar en agua o en un disolvente tal
como un alcohol tal como metanol, etanol, 1-propanol o 2-propanol; un éter tal como éter dietilico,
tetrahidrofurano o 1,4-dioxano; un hidrocarburo aromatico tal como benceno, tolueno o xileno; un
hidrocarburo halogenado tal como diclorometano, cloroformo o 1,2-dicloroetano; N,N-dimetilformamida;
N,N-dimetilacetamida; N-metilpirrolidona; acetonitrilo; o acetato de etilo. Es preferible utilizar agua o
N,N-dimetilformamida como disolvente. En algunos aspectos, el ciclooctino es dibenzociclooctino (DBCO,
por sus siglas en inglés), difluorobenzociclooctino (DIFBO, por sus siglas en inglés), biarilazaciclooctinona
(BARAC, por sus siglas en inglés), dibenzociclooctino (DIBO, por sus siglas en inglés), ciclooctino
difluorado (DIFO, por sus siglas en inglés), ciclooctino monofluorado (MOFO, por sus siglas en inglés),
dimetoxiazaciclooctino (DIMAC, por sus siglas en inglés) u octino sin arilo (ALO, por sus siglas en inglés),
utilizandose preferiblemente dibenzociclooctino (DBCO). En algunos aspectos, el alquino es alquino
alifdtico y la etapa de reaccidn se realiza en presencia de un catalizador de cobre (I). En algunos
aspectos, el alquino es ciclooctino y la etapa de reaccion se realiza en condiciones libres de cobre. La
temperatura de reaccion es de 0 a 300°C, preferiblemente de 0 a 150°C, y mas preferiblemente de 1 a
100°C, y el tiempo de reaccion es de 1 minuto a 48 horas, y preferiblemente de 5 minutos a 24 horas.

Reaccion de la formula de reaccidn es cicloadicion de Huisgen, el cual es un tipo de reaccion de clic, y
es una reaccion de cicloadicion 1,3-dipolar en la cual se forma 1,2,3-triazol a partir de la azida y el
alquino.

El polimero X producido, el copolimero reconocible objetivo y el complejo de farmaco micelar reconocible
objetivo de la presente invencién se pueden purificar mediante un método de aislamiento y purificacion
de polimeros generalmente conocidos en el campo de la quimica de polimeros. Ejemplos especificos de

los mismos incluyen operaciones de tratamiento tales como extraccion, recristalizacion, precipitacion con
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sal utilizando, por ejemplo, sulfato de amonio o sulfato de sodio, centrifugacion, didlisis, ultrafiltracién,
cromatografia de adsorcidn, cromatografia de intercambio i6nico, cromatografia hidrdfoba,
cromatografia de fase normal, cromatografia de fase inversa, cromatografia de columna de
desalinizacién, filtracién en gel, cromatografia de permeacién en gel, cromatografia de afinidad,
electroforesis, distribucion en contracorriente y combinaciones de las mismas. En particular, en la
cromatografia hidroéfoba, dado que el tiempo de retencion varia de conformidad con el nimero de SCNP
unidos a una molécula de reconocimiento objetivo, es posible recolectar una fraccion que satisface
cualquier DAR mediante fraccionamiento.

El copolimero X y el copolimero reconocible objetivo de la presente invencidn se pueden utilizar como
un portador para el transporte de varias sustancias fisioldgicamente activas (farmacos). Por ejemplo,
una composicion farmacéutica en la cual un agente terapéutico para tumores se transporta en
(encapsulada en) el copolimero X, el copolimero reconocible objetivo o el complejo de farmaco micelar
reconocible objetivo de la presente invencién se puede utilizar como un agente profilactico y/o
terapéutico para varias enfermedades cancerosas, tales como cancer de colon, cancer de duodeno,
cancer gastrico, cancer de pancreas, cancer de higado, cancer de pulmodn, cancer de Utero y cancer de
ovario, debido a que la composicién farmacéutica suprime el crecimiento de tumores, como se confirma
en los ejemplos de prueba descritos mas adelante. Ademas, con una alta capacidad de acumulacién
tumoral, la composicién farmacéutica se puede utilizar como un agente de diagndstico o un agente de
contraste para tumores.

Cuando el copolimero y el copolimero reconocible objetivo de la presente invencién se utilizan como un
portador de transporte de farmacos, la dosis y el nimero de dosis se pueden seleccionar apropiadamente
en consideracién de, por ejemplo, la forma de administracién, la edad y el peso corporal de un paciente,
y la naturaleza o gravedad de un sintoma a tratar, y la dosis y el nimero de dosis no deben limitarse.
Sin embargo, cuando un polimero que encapsula un farmaco o el complejo de farmaco micelar
reconocible por el objetivo se inyecta de manera intravenosa mediante una inyeccion, por ejemplo, para
un adulto (60 kg), se administra preferiblemente una dosis Unica en una cantidad de 0.12 mg a 12 000
000 mg, mas preferiblemente de 1.2 mg a 1 200 000 mg, y particularmente preferiblemente de 12 a
120 000 mg.

La composicion farmacéutica de la presente invencidon se puede producir al mezclar el farmaco con el
copolimero X, el copolimero reconocible objetivo o el complejo de farmaco micelar reconocible objetivo
de la presente invencion. Preferiblemente, el copolimero, el copolimero reconocible objetivo o el
complejo de farmaco micelar reconocible objetivo de la presente invencion se pueden mezclar con el
farmaco para producir la nanoparticula de cadena individual, o la nanoparticula de cadena individual del
copolimero X, el copolimero reconocible objetivo o el complejo de farmaco micelar reconocible objetivo

de la presente invencion se puede producir y después mezclar con el farmaco. La nanoparticula de
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cadena sencilla se puede producir mediante un método conocido.

En la composicion farmacéutica de la presente invencion, el farmaco se puede transportar sobre el
copolimero X, el copolimero reconocible objetivo o el complejo de farmaco micelar reconocible objetivo
mediante la accion tal como interaccion electrostatica, enlace de hidrdgeno, interaccién hidrofoba o
enlace covalente.

El farmaco es preferiblemente un agente anticanceroso, mas preferiblemente un agente anticanceroso
gue actla sobre las células cancerosas para suprimir la proliferacion de las células cancerosas, y los
ejemplos del mismo incluyen un antimetabolito, un agente alquilante, una antraciclina, un antibidtico,
un inhibidor mitético, un inhibidor de la topoisomerasa, un inhibidor del proteasoma y un agente
antihormonal.

Ejemplos del antimetabolito incluyen azatioprina, 6-mercaptopurina, 6-tioguanina, fludarabina,
pentostatina, cladribina, 5-fluorouracilo (5FU), floxuridina (FUDR), arabindsido de citosina (citarabina),
metotrexato, trimetoprima, pirimetamina y pemetrexed. Ejemplos de agentes alquilantes se incluyen
ciclofosfamida, mecloretamina, uramustina, melfalan, clorambucilo, tiotepa/clorambucilo, ifosfamida,
carmustina, lomustina, estreptozocina, busulfan, dibromomanitol, cisplatino, carboplatino, nedaplatino,
oxaliplatino, miriplatino, satraplatino, tetranitrato de triplatina, procarbazina, altretamina, dacarbazina,
mitozolomida, trabectedina y temozolomida. Ejemplos de antraciclina se incluyen daunorrubicina,
doxorrubicina, epirrubicina, idarrubicina, valrubicina, aclarrubicina, amrubicina y pirarrubicina. Los
ejemplos del antibidtico incluyen dactinomicina, bleomicina, mitramicina, antramicina, estreptozotocina,
gramicidina D, estaurosporina, mitomicinas (por ejemplo, mitomicina C), duocarmicinas (por ejemplo,
CC-1065) y caliqgueamicinas. Ejemplos de inhibidores mitdticos se incluyen maitansinoides (por ejemplo,
DMO, mertansina (también conocida como DM1), DM2, DM3, DM4 o emtansina), auristatinas (por
ejemplo, auristatina E, auristatina fenilalanina fenilendiamina (AFP), monometil auristatina E, monometil
auristatina D o monometil auristatina F), dolastatinas, criptoficinas, alcaloides de la vinca (por ejemplo,
vincristina, vinblastina, vindesina o vinorelbina), taxanos (por ejemplo, paclitaxel o docetaxel) y
colchicinas. Ejemplos de inhibidores de la topoisomerasa se incluyen irinotecan, topotecan, nogitecan,
amsacrina, etoposido, tenipdsido, mizantrona, mitoxantrona, SN-38, exatecan y deruxtecan.

Ejemplos del inhibidor de proteasoma pueden incluir un acido peptidil borodnico, carfilzomib y bortezomib.
Ejemplos del agente antihormonal pueden incluir fulvestrant, tamoxifeno y toremifeno. Cuando estos
farmacos se preparan en la composicion farmacéutica de la presente invencion, uno o mas de los
farmacos también se pueden utilizar en combinacién, y los farmacos se pueden transportar en el
copolimero como una forma libre.

Una via de administracion de la composicion farmacéutica de la presente invencion es deseablemente la
mas eficaz para el tratamiento, y la composicion farmacéutica se puede administrar mediante una

preparacion de administracion parenteral, tal como una preparacién de administracion oral, una
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inyeccidon o una preparacion de administracién transdérmica. Por ejemplo, la administracién parenteral,
tal como inyeccion intraarterial, inyeccion intravenosa, inyeccion subcutanea, inyeccion intramuscular o
inyeccion intraperitoneal, es preferible, y la inyeccidn intraarterial e inyeccién intravenosa son mas
preferibles. El nimero de dosis no debe limitarse, y los ejemplos de las mismas incluyen de una a varias
dosis por semana en promedio.

Se pueden producir varias preparaciones adecuadas para la via de administracion mediante un método
convencional que selecciona apropiadamente los aditivos de preparacion tales como excipientes,
extensores, aglutinantes, agentes humectantes, desintegrantes, lubricantes, surfactantes, dispersantes,
tampones, conservantes, agentes solubilizantes, antisépticos, agentes aromatizantes, agentes
calmantes, estabilizadores y agentes isotdnicos utilizados convencionalmente en la formulacion.

Los aditivos de preparacion que pueden contenerse en las varias preparaciones descritas anteriormente
no estan particularmente limitadas siempre que los aditivos de preparacion sean farmacéuticamente
aceptables. Ejemplos de tales aditivos de preparacion incluyen agua purificada, agua para inyeccion,
agua destilada para inyeccion, disolventes organicos farmacéuticamente aceptables, colageno, alcohol
polivinilico, polivinilpirrolidona, polimero de carboxivinilo, alginato de sodio, dextrano soluble en agua,
carboximetilalmidon de sodio, pectina, goma de xantano, goma arabiga, caseina, gelatina, agar,
glicerina, propilenglicol, polietilenglicol, vaselina, parafina, alcohol estearilico, acido estearico, albuimina
sérica humana, manitol, sorbitol y lactosa. Los aditivos que se van a utilizar se seleccionan
adecuadamente de acuerdo con las diversas preparaciones y se pueden utilizar solos o en combinacion.
La inyeccion también puede prepararse como un diluyente no acuoso (por ejemplo, polietilenglicol,
aceites vegetales tal como aceite de oliva y alcoholes tal como etanol), una suspension o una emulsion.
La esterilizacion de la inyeccion se puede realizar mediante esterilizacion por filtracion que utiliza un filtro
y que mezcla de, por ejemplo, un microbicida. Ademas, la inyeccion se puede producir en una forma de
preparacion antes de uso. Es decir, la inyeccidon se puede formar en una composicion sélida estéril
mediante, por ejemplo, liofilizacion, y se puede disolver en agua para inyeccion, agua destilada para

inyeccion u otro disolvente antes de uso.
EJEMPLOS
A continuacion, la presente invencion se describira mas especificamente con referencia a los ejemplos.

Estos ejemplos se proporcionan para propdsitos de ejemplificacion y no pretenden limitar las

modalidades de la invencion.
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EJEMPLO 1

Produccion de poli[(acrilato de bencilo)-co-(acrilato de poli(etilenglicol)metil éter)-co-

(acrilato de 1-etoxietilo)]

(1) Sintesis de acrilato de 1-etoxietilo (EEA)

Se pesd éter de vinilo etilico (28,725 ml) bajo una atmodsfera de argdn y se anadié acido fosférico (50
mg) bajo enfriamiento con hielo. Se afiadid acido acrilico (17.15 ml) y se agitd la mezcla a temperatura
ambiente durante 48 horas. Se afadid hidrotalcita (3 g) y se agit6 la mezcla durante 2 horas y se detuvo
la reaccion. Después de la filtracion con celita, se elimind el éter de vinilo etilico que no reacciond por
evaporacion. A esto se le afadié fenotiazina (hasta 500 ppm) como un inhibidor de polimerizacion y la
mezcla se purificd por destilacion bajo presion reducida junto con hidruro de calcio (temperatura de
destilacion de 28 a 32°C). El acrilato de 1-etoxietilo obtenido se dispensd en un vial de vidrio y se
almaceno a -30°C.

13C NMR (400 MHz, CDCl3), 8, ppm: 15.29 (-OCH2CHs), 21.16 (-COOCH(CH3)), 64.98 (-OCH2-), 96.73 (-
COOCH(CH3)), 128.84 (CH2CH-), 131.43 (CH2CH-), 166.00 (-COO).

(2) Sintesis de poli[(acrilato de bencilo)-co-(acrilato de poli(etilenglicol) metil éter)-co-(acrilato de 1-
etoxietilo)]

Se pesaron 100 mg de acido 2-(dodeciltiocarbonotioiltio)-2-metilpropiénico (DDMAT) y se disolvieron en
17.3 mL de tolueno para preparar una DDMAT/solucion madre de tolueno (5.78 mg/mL como
concentracion de DDMAT). De manera similar, se pesaron 22 mg de 2,2'-azobis(2-metilpropionitrilo)
(AIBN) y se disolvieron en 17.3 mL de tolueno para preparar una AIBN/solucién madre de tolueno
(concentracién de AIBN: 1.27 mg/mL). Por separado, se afiadieron 1.296 g de acrilato de metil éter de
polietilenglicol (MPEGA, el valor promedio (n) de los nimeros de repeticiones de etilenglicol es 9), 0.394
g de acrilato de bencilo (BnA), 0.039 g de acrilato de 1-etoxietilo, 1.73 mL de una soluciéon madre de
DDMAT/tolueno y 1.73 mL de una AIBN/solucién madre de tolueno, y se realizo la polimerizacion en un
bafio de aceite a 70°C. Después de un lapso de 90 minutos, se detuvo la polimerizacion y, después la
solucion de reaccion se sometid a un método de reprecipitacion o se dializd contra metanol para
recuperar el copolimero. Desde que el copolimero basicamente obtuvo un cuerpo viscoso, en el método
de reprecipitacion se realizd una operacion de goteo de la solucion de reaccion en un tubo de centrifuga
al que se le afiadié un disolvente pobre (hexano/acetato de etilo = 7/3 [v/v]) y se recuperd la solucion
por centrifugacion (2 000 x g, 5 min) se repitid 3 veces, y finalmente se realizé un secado al vacio para
obtener 1.223 g de poli[(acrilato de bencilo)-co-(acrilato de poli(etilenglicol) metil éter)-co-(acrilato de
1-etoxietilo)].

Como un resultado de analizar el grado de polimerizacién de cada mondémero y del peso molecular

promedio en ndmero (Manxvr) @ partir de un espectro de 'H-NMR del copolimero obtenido medido
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utilizando NMR, el grado de polimerizacién de mPEGA (n = 9) fue 102, el grado de polimerizaciéon de
BnA fue 94, el grado de polimerizacién de EEA fue 9 y Mn,nvr fue 65 900. La dispersion de peso molecular

(Mw/Mn) del copolimero obtenido se midio utilizando GPC y, como resultado, se encontré que era 1.53.
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[Aparato de medicion y condiciones]

(1) Medicion de *H-NMR

Aparato: JNM-ECX 400 (400 MHz)/JEOL Ltd.

Disolvente: dimetilsulféxido-ds que contiene 0.03 % de tetrametilsilano/KANTO CHEMICAL CO., INC.

Concentracién de la muestra: 20 mg/mL

R

Temperatura de medicién: 25°C

Numero de veces de integracion: 256 veces

Resultado: Figura 1

(2) Medicién de GPC

Aparato: Sistema HPLC-Prominence/SHIMADZU CORPORATION

Detector: detector de indice Refractivo RID-10A/SHIMADZU CORPORATION
Columna: columna TSKgel a-2500/Tosoh Corporation

(Tamanio de la columna: 7.8 mm x 300 mm, tamafio de particula: 7 um,

peso molecular limite de exclusion: 5 x 103)

TSKgel Columna a-4000/Tosoh Corporation

(Tamaiio de la columna: 7.8 mm x 300 mm, tamano de particula: 10 pm,

peso molecular de limite de exclusion: 4 x 10°)

Columna de proteccion TSKgel/Tosoh Corporation

Fase movil: N,N-dimetilformamida (DMF) que contiene 10 mmol/L de bromuro de litio
Temperatura: 40°C

Velocidad de flujo: 0.5 mL/min

Concentracién de muestra: 6 mg/mL

Sustancia estandar: Conjunto ReadyCal estandar de Poli(metacrilato de metilo), M, 800 - 2 200 000
Da/SIGMA

Resultado: Figura 2
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CUADRO 1
Relacién de composicion (relacién molar con el 3
agente de transferencia de cadena) oS

Adente de o 3 |34 Grado de,
a 9 s . g B |38 polimerizacién
‘3" Transferencia | Iniciador Monomero s g |83 M, M/ Mh
j=1 de Cadena o € |88 R
) = g |3 a

mPEGA ® < |3 ® | mPEGA
DDMAT AIBN BnA | EEA O |5 BnA | EEA
n=9 = n=9

1 1 0.5 100 90 10 | Tolueno | 70 | 90 102 94 9 | 65900 | 1.53

EJEMPLOS 2 A 68

Los polimeros que tienen diferentes relaciones de composicion y pesos moleculares promedio que se

muestran en el siguiente cuadro se produjeron al cambiar apropiadamente el tipo, la cantidad cargada,

la temperatura de reaccion y el tiempo de polimerizacion de los mondémeros (mPEGA, BnA y EEA)

utilizados en el Ejemplo 1, y que utiliza el mismo método como en el Ejemplo 1.

CUADRO 2
Relacion de composicidn (relacion molar con el agente de transferencia de cadena) §
Agente de — E_
m Uagsfs;en Iniciador Monémero _ § 'é
§ cadena Disolvente g g
DDMAT | AIBN | ACHN i son | Ea | 2Horos | T 23"-'1::8’):; 3 |s
n= n=9 | n=22 et acriato acrilato prgpll 3
acrilato S
2 1 2 - 255 - - 15 30 - - - Tolueno 70 90
3 1 2 - 160 - - 20 20 - - - Tolueno | 70 60
4 1 2 - 240 - - 30 30 - - - Tolueno 70 60
5 1 2 - 170 - - 10 20 - - - Tolueno 70 60
6 1 2 - 255 - - 15 30 - - - Tolueno 70 60
7 1 0.5 - - 16 - 16 8 - - - Tolueno 70 90
8 1 0.5 - - 18 - 14 8 - - - Tolueno 70 90
9 1 0.5 - - 20 - 12 8 - - - Tolueno | 70 0
10 1 0.5 - - 20 - 12 8 - - - Tolueno 70 90
1 1 0.5 - - 20 - 12 8 - - - Tolueno 70 90
12 1 0.5 - - 20 - 16 4 - - - Tolueno | 70 10
13 1 0.5 - - 20 - 16 4 - - - Tolueno 70 30
14 1 0.5 - - 20 - 16 4 - - - Tolueno 70 50
15 1 0.5 - - 20 - 16 4 - - - Tolueno | 70 70
16 1 0.5 - - 20 - 16 4 - - - Tolueno 70 90
17 1 0.5 - - 22 - 10 8 - - - Tolueno 70 90
18 1 0.5 - - 24 - 8 - - - Tolueno | 70 20
19 1 0.5 - - 24 - 8 - - - Tolueno 70 90
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20 1 | o5 B | - 4 | 8 - Toweno | 70 | %
21 1 | o5 0 | - | = |5 - Toeno | 70 | %
22 1 0.5 17 - 25 8 - Tolueno 70 90
23 1 | o5 25 | - | 25| 5 - Toeno | 70 | %
24 1 | o5 s | - | 20 | s - Toeno | 70 | %
25 1 | o5 295 | - | 125 - Toeno | 70 | 9%
2% 1 | o5 0 | - | - Toeno | 70 | %
27 1 | o5 3 | - | 28 - Toeno | 70 | %
28 1 | o5 50 | - | 4 | 10 - Toeno | 70 | 9%
29 1 | o5 0 | - | 10 |10 - Toeno | 70 | %
30 1 | o5 0 | - | 30 |40 - Toeno | 70 | %
31 1 | o5 0 | - | 2 [1w0] - Toeno | 70 | 9%
R 1 | o5 0 | - | 10 | 60 - Toeno | 70 | %
3 IEE s | - | 10 |140]| - Toeno | 70 | %
3 1 | o5 50 | - | s | 10| - Toeno | 70 | 9%
35 1 | o5 5 | - | % | e - Toeno | 70 | %
36 1 | o5 50 | - | 130 | 20 - Toeno | 70 | %
37 1 | o5 70 | - | 30 [1w0] - Toeno | 70 | 9%
38 1 | o5 70 | - | 20 | e - Toeno | 70 | %
39 1 | o5 70 | - | 10 | 2 - Toeno | 70 | %
40 1 | o5 8 | - | s | 4 - Toeno | 70 | 9%
41 1 | o5 8 | - | 100 | 20 - Toeno | 70 | %
2 EE 0 | - | 10 [1w0] - Toeno | 70 | 9%
23 1 | o5 0 | - | s | e - Toeno | 70 | 9%
4 EE 0 | - | o | 2 - Toeno | 70 | 9%
45 EE 100 | - | 20 | e - Toeno | 70 | 9%
46 1 | o5 100 | - | 40 | e - Toeno | 70 | 9%
47 EE 100 | - | 50 | 50 - Toeno | 70 | 9%
28 EE 100 | - | 60 | 40 - Toeno | 70 | %
49 1 | o5 00 | - | 720 | 30 - Toeno | 70 | 9%
50 EE 100 | - | 8 | 20 - Toeno | 70 | 9%
51 EE 10 | - | 30 | e - Toeno | 70 | %
52 1 0.5 110 - 70 20 - Tolueno 70 90
53 1 | o5 30 | - | 10 | 60 - Toeno | 70 | 9%
54 1 | o5 30 | - | 0 | 20 - Toeno | 70 | 9%
55 1 | o5 150 | - | 30 | 20 - Toeno | 70 | 9%
56 1 | o5 7 | - | 10 | 2 - Toeno | 70 | 9%
57 1 | o5 200 | - | 160 | 40 - Toeno | 70 | 9%
58 1 | o5 30 | - | 240 | 60 - Toeno | 70 | 9%
59 1 | o5 40 | - | 320 | 0 - Toeno | 70 | 9%
60 1 2 - 105 | 155 | 40 - Toeno | 70 | 9%
61 1 2 - 120 240 40 - Tolueno 70 90
62 1 2 - 140 | 20 | 0 - Toeno | 70 | 9%
63 1 2 - 40| 20 | - Toeno | 70 | 9%
4 1 | o1 00 | - | 8 | - 20 Wl | e

dioxano
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65 - los | -] w0 | -] s |- - 50 - gk | 0| 1m0
&6 - los | -] w0 | - | 8 | - - 20 - gk | 0| 80
67 o1 | - | - | | - | & | - - - 65 | gor | W |
63 o1 | - | - | 30| - | 104 | - - - % | * | 0|
CUADRO 3

. Grado de polimerizacion

g MPEGA 2Hidrod | aidroxi | SHOE Ly

s ~ ~ ~ BnA EEA etil butil ropil

n=4 | n=9 | n=22 acrilato acrilato arérilapto

2 | 250 | - - 18 | 31 - - - 62400 | 1.37

3| 155 | - - 2 | 20 - - - 39200 | 1.23

4| 211 | - - 29 | 29 - - - 53100 | 1.32

5 | 162 | - - 11 | 20 - - - 39000 | 1.22

6 | 227 | - - 15 | 28 - - - 54300 | 1.33

7 | - 6 | - 16 | 8 - - - 11800 | 1.0

8 | - 18 | - 14 | 8 - - - 12400 | 120

9 | - 13 - 8 5 - - - 8 600 1.46

0| - 20 | - 13 8 - - - 13400 | 130

1| - 18 | - 11 7 - - - 11700 | 133

2| - 8 - 7 1 - - - 5 300 1.51

13 - 6 | - 13 3 - - - 10800 | 130

14| - 19 | - 15 3 - - - 12200 | 128

5| - 20 | - 16 | 4 - - - 13300 | 139

6| - 24 | - 19 | 4 - - - 15700 | 1.9

17| - 21 - 10 | 8 - - - 13200 | 1.0

18| - 13 - 5 4 - - - 8 000 1.44

19| - 24 | - 8 8 - - - 14300 | 121

20| - 26 | - 4 8 - - - 14600 | 1.20

21 | - 7 - 17 | 9 - - - 8 100 1.41

2| - 11 - 17 5 - - - 9200 1.39

3| - 15 - 9 10 - - - 10700 | 130

214 | - 26 | - 21 5 - - - 16900 | 131

25 | - 20 | - 10 6 - - - 12400 | 133

26 | - 33 - 27 6 - - - 21500 | 1.34

27 | - 39 | - 30 7 - - - 25000 | 1.36

28 | - 39 | - 4 8 - - - 20200 | 1.25

29 | - 0 | - 10 | 159 - - - 29700 | 1.19

0| - 27 | - 27 | 12 - - - 35600 | 1.27

31| - 30 | - 66 | ot - - - 38600 | 1.17
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32 27 - 91 52 - - - 35800 1.20
33 45 - 10 123 - - - 41 000 131
34 44 - 45 86 - - - 41 100 1.20
35 45 - 79 54 - - - 42 700 1.24
36 43 - 111 19 - - - 42 000 1.28
37 60 - 28 87 - - - 46 500 1.24
38 55 - 57 49 - - - 43 000 1.27
39 56 - 89 18 - - - 44 300 1.30
40 79 - 80 36 - - - 56 400 1.43
41 81 - 106 17 - - - 58 900 1.51
42 81 - 12 93 - - - 54 600 1.27
43 71 - 42 51 - - - 48 600 1.30
44 70 - 73 18 - - - 48 400 1.32
45 84 - 19 72 - - - 54 200 1.33
46 80 - 35 52 - - - 51900 1.35
47 84 - 45 44 - - - 54 200 1.33
48 82 - 52 35 - - - 53100 1.36
49 94 - 68 26 - - - 60 100 1.50
50 104 - 83 20 - - - 66 700 1.52
51 93 - 30 55 - - - 57 700 1.33
52 84 - 56 18 - - - 52 400 1.35
53 105 - 10 52 - - - 60 000 1.35
54 102 - 42 18 - - - 58 900 1.37
55 111 - 25 18 - - - 60 100 1.40
56 131 - 10 18 - - - 67 400 1.43
57 129 - 108 31 - - - 84 100 1.51
58 170 - 144 40 - - - 111 200 1.61
59 221 - 191 50 - - - 144 700 1.68
60 - 58 102 78 - - - 91 200 1.71
61 - 62 143 21 - - - 93 100 1.68
62 - 59 105 93 - - - 95 000 1.82
63 - 60 106 18 - - - 85 400 1.68
64 75 - 66 - 19 - - 49 400 1.46
65 67 - 37 - - 39 - 44 300 1.40
66 61 - 56 - - 20 - 41 600 1.43
67 75 - 42 - - - 42 52 300 1.61
68 75 - 68 - - - 18 51400 1.56
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EJEMPLO 69

Produccion de poli[(acrilato de bencilo)-co-(acrilato de poli(etilenglicol)metiléter)-co-

(acido acrilico)]

Al tratar el poli[(acrilato de bencilo)-co-(acrilato de poli(etilenglicol)metiléter)-co-(acrilato de 1-
etoxietilo)] obtenido en el Ejemplo 1 con HCl de 0.5N a temperatura ambiente, se elimind un grupo
etoxietilo para obtener un terpolimero que tenia un grupo carboxilo (1.176 g). Se midieron un diametro
de particula promedio Z y un indice de polidispersidad del terpolimero obtenido en agua mediante
dispersion de luz dinamica (DLS, por sus siglas en inglés) y, como un resultado, el diametro de particula

promedio Z fue de 8.5 nm (indice de polidispersidad: 0.14).
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[Aparatos y condiciones de medicion]

(1) Medicién DLS

Aparato: Zetasizer NanoZS/Malvern Instruments Ltd.
Temperatura de medicién: 25°C

Concentracién de la muestra: 10 mg/mL

Resultados: Figura 3

EJEMPLO 70

Método para producir SCNP encapsulante de (1,2-diaminociclohexano)platino(II)

Se disolvieron 65.28 mg de una forma CI(H20) de (1,2-diaminociclohexano)platino(II) (en adelante,
abreviado como DACHPt) (DACHPt-Cl-H20) en 20 mL de agua purificada y se agité a 70°C durante 2
horas. A 5 mL de esta solucion, se afiadieron 287.4 mg del terpolimero obtenido en el Ejemplo 69, y la
mezcla se agité a 50°C durante la noche. Después de completar la agitacion, la solucién de reaccion se
dializd y se purificé utilizando agua purificada como solucién externa para obtener 5 mL de un SCNP
encapsulante de DACHPt. El contenido de Pt del SCNP encapsulante de DACHPt obtenido después de la
purificacion se midié mediante espectrometria de emisiéon atdmica de plasma acoplado inductivamente
(ICP-AES) y se encontr6 que era de 720 pg/mL (1.14 mg/mL como DACHPt). Por separado, se liofilizaron
200 pL del SCNP encapsulante de DACHPt, y se calculd la concentracién de contenido sélido, luego se
tomo la relacion con el contenido de Pt, y se calculd la cantidad de union de Pt por polimero. Como un

resultado, la cantidad de unién de Pt fue de 3.4 mol/mol. Ademas, se midieron el diametro de particula
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promedio Z y el indice de polidispersidad de las SCNP encapsulantes de DACHPt obtenidas mediante
dispersion de luz dinamica (DLS) y, como resultado, se encontrd que el didmetro de particula promedio
Z era de 8.7 nm (indice de polidispersidad: 0.14). El diametro de particula de las SCNP antes y después
de la encapsulacion de DACHPt se muestra en la Figura 3. El diametro de particula de las SCNP apenas
vario antes y después de la encapsulacion de DACHPt. Los resultados se resumen en el siguiente cuadro.
[Aparatos y condiciones de medicion]

(1) Medicién ICP-AES

Aparato: Aparato emisor de luz de plasma de alta frecuencia secuencial ICPE-9000/SHIMADZU
CORPORATION

Aparato de pretratamiento: Aparato de pretratamiento de muestras por microondas ETHOS
EASY/Milestone General

Longitud de onda de medicién: 214 nm

Solucién estandar: Solucién estandar de platino (Pt1000) para analisis ICP/FUJIFILM Wako Pure
Chemical Corporation

2)  Medicién DLS

Aparato: Zetasizer NanoZS/Malvern Instruments Ltd.

Temperatura de medicién: 25°C

Concentracion de la muestra: 10 mg/mL

Resultados: Figura 3

CUADRO 4
- . Cantidad de unién de Pt por Diametro de -
Ejemplo Rendimiento Contenido Pt polimero particula promedio Z ?n_dlce d_e
(mL) (Hg/mL) (mol/mol) (nm) polidispersidad
70 5 720 3.4 8.7 0.14
EJEMPLO 71

Produccidén de N3-poli[(acrilato de bencilo)-co-(acrilato de poli(etilenglicol)metil éter)-co-

(acido acrilico)]

La sintesis se realizd en una forma similar al Ejemplo 1 y Ejemplo 69 al utilizar N3-CTA en lugar del
agente de transferencia de cadena DDMAT utilizado en el Ejemplo 1. En tolueno (17.3 mL), se disolvid
éster 3-azido-1-propanol del acido 2-(dodeciltiocarbonotioiltio)-2-metilpropidnico (N3-CTA) (100 mg)
después de pesarlo para obtener una N3-CTA/solucién madre de tolueno (concentracion de N3-CTA: 5.78
mg/mL). De manera similar, se pes6 2,2'-azobis(2-metilpropionitrilo) (AIBN) (10 mg) y se disolvid en
tolueno (7.87 mL) para obtener una AIBN/solucion madre de tolueno (concentracion de AIBN: 1.27

mg/mL). De manera separada, se afiadieron acrilato de poli(etilenglicol)metil éter (mPEGA, el valor
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medio (n) del numero de veces de repeticion del etilenglicol es 9) (2.592 g), acrilato de bencilo (BnA)
(0.684 g), acrilato de 1-etoxietilo (0.172 g), la N3-CTA/solucién madre de tolueno (4.15 mL) vy la
AIBN/solucidon madre de tolueno (3.46 mL), y se realizo la polimerizacion en un bafio de aceite a 70°C.
Después de un lapso de 90 minutos, se detuvo la polimerizacidn y después se recuperd un copolimero
sometiendo la solucion de reaccion a reprecipitacion o dialisis contra metanol. Para la reprecipitacion, se
repitid tres veces una operacion de dejar caer la soluciéon de reaccidén en un tubo de centrifuga al que
se anadidé el disolvente pobre (hexano/acetato de etilo = 7/3 [v/v]) y se recuperd la solucion por
centrifugacion (2 000 x g, 5 min) y, finalmente, se realiz el secado al vacio. Al tratar el copolimero
obtenido con HCl de 0.5 N a temperatura ambiente, se elimind un grupo etoxietilo para obtener Ns-
poli[(acrilato de bencilo)-co-(acrilato de poli(etilenglicol)metil éter)-co-(acido acrilico)] (2.455 g).

Como un resultado del analisis del grado de polimerizacion de cada uno de los mondmeros y del peso
molecular promedio numérico (Mnnvr) del copolimero obtenido a partir de un espectro de H-NMR
medido mediante NMR, el grado de polimerizacién de mPEGA (n = 9) fue 70, el grado de polimerizacién
de BnA fue 56, el grado de polimerizacion de EEA fue 15 y el Mnnvr fue 44 000. Ademas, se midio la

dispersién de peso molecular (Mw/Mn) del copolimero obtenido mediante GPC y el resultado fue 1.32.
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[Aparatos y condiciones de medicion]

(1) Medicién de H-NMR

Aparato: JNM-ECX400 (400 MHz)/JEOL Ltd.

Disolvente: dimetilsulféxido-d6 que contiene 0.03% de tetrametilsilano/KANTO CHEMICAL CO., INC.
Concentracién de la muestra: 20 mg/mL

Temperatura de medicién: 25°C

Numero de veces de integracion: 256 veces

Resultados: Figura 4

(2) Medicién de GPC

Aparato: Sistema HPLC-Prominence/SHIMADZU CORPORATION

Detector: Detector de indice de refraccion RID-10A/SHIMADZU CORPORATION
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Columna: Columna TSKgel a-2500/Tosoh Corporation

(Tamafio de la columna: 7.8 mm x 300 mm, tamafio de particula: 7 ym y peso molecular limite de
exclusion: 5 x 10%)

Columna TSKgel a-4000/Tosoh Corporation

(Tamafio de la columna: 7.8 mm x 300 mm, tamano de particula: 10 pm y peso molecular limite de
exclusion: 4 x 10°)

Columna de proteccion TSKgel/Tosoh Corporation

Fase movil: N,N-dimetilformamida (DMF) que contiene 10 mmol/L de bromuro de litio

Temperatura: 40°C

Velocidad de flujo: 0.5 mL/min

Concentracidén de la muestra: 6 mg/mL

Sustancia estandar: conjunto ReadyCal estandar de poli(metilmetacrilato), M, 800 - 2 200 000 Da/SIGMA
Resultados: Figura 5

CUADRO 5
Relacion de composicion (relacion molar con el agente de -
transferencia de cadena) ol 2
Agente de ) 3 g = Grado de,
o ) - , & Bl polimerizacién
@ | transferencia de Iniciador Monomero o 3| &3 M M
-3 cadena § £33 Mhe |
o = Q S Q
MPEGA B |z|g® |MPEG
Ns-CTA AIBN BnA EEA Q| = A BnA | EEA
n=9 ~ n=9
71 1 0.5 100 80 | 20 |Toluene 70| 90 | 70 | 56 | 15 | ot |132
EJEMPLOS 72 A 85

Los polimeros que tienen diferentes relaciones de composicion y pesos moleculares promedio, como se
muestra en el siguiente cuadro se produjeron al cambiar de forma apropiada las cantidades cargadas y
los tiempos de polimerizacién de los monémeros (mPEGA, BnA y EEA) utilizados en el Ejemplo 71, y
utilizando el mismo método que en el Ejemplo 71.

CUADRO 6
Relacidn de composicion (relacion molar con el agente de transferencia de .

cadena) 3 3
Agente de 3 ~ %‘ g'
Ejemplo |transferencia de| Iniciador Monoémero Disolvente °E’r g =38
cadena 3 ~9a
—~ oL 0

N>-CTA AIBN T:ng BnA EEA 3 >

72 1 0.5 100 90 10 Tolueno 70 90

73 1 0.5 100 80 20 Tolueno 70 90




10

15

49

74 1 0.5 100 88 12 Tolueno 70 90
75 1 0.5 100 88 12 Tolueno 70 90
76 1 0.5 100 80 20 Tolueno 70 90
77 1 0.5 100 70 30 Tolueno 70 90
78 1 0.5 100 70 30 Tolueno 70 90
79 1 0.5 100 70 30 Tolueno 70 90
80 1 0.5 100 80 20 Tolueno 70 90
81 1 0.5 100 80 20 Tolueno 70 90
82 1 0.5 100 80 20 Tolueno 70 90
83 1 0.5 100 78 22 Tolueno 70 90
84 1 0.5 100 62 38 Tolueno 70 90
85 1 0.5 100 38 62 Tolueno 70 90
CUADRO 7
Grado de polimerizacion
. Mondmero
Ejemplo mPEGA o ~EEA MhNMR Mal Mn
(n=9) (Acido acrilico)
72 72 69 9 46 900 1.47
73 79 65 18 49 800 1.38
74 77 75 12 50 500 1.34
75 73 68 12 47 200 1.34
76 77 66 20 49 600 1.34
77 74 55 26 46 700 1.34
78 75 55 26 47 100 1.28
79 85 61 26 52 900 1.33
80 82 69 16 52 300 1.32
81 82 67 16 51 600 1.32
82 77 64 15 48 600 1.34
83 65 52 16 41 300 1.31
84 70 45 30 43 300 1.35
85 75 31 50 45 100 1.29
EJEMPLOS 86 A 88

Produccién de N3(PEGm_éster)-poli[(acrilato de bencilo)-co-(acrilato de

poli(etilenglicol)metil éter)-co-(acido acrilico)]

En lugar del agente de transferencia de cadena N3-CTA utilizado en el Ejemplo 71, la sintesis se realizd
utilizando acido 2-(dodeciltiocarbonotioiltio)-2-metilpropidnico 2-(2-(2-azidoetoxi)etoxi)etilico (N3-PEG2-
Ester CTA), acido 2-(dodeciltiocarbonotioiltio)-2-metilpropionico 17-azido-3,6,9,12,15-
pentaoxaheptadecan-1-ol éster (N3-PEG5-Ester CTA), o acido 2-(dodeciltiocarbonotioiltio)-2-
metilpropidnico Ester de 23-azido-3,6,9,12,15,18,21-heptaoxatricosan-1-ol (N3-PEG7-Ester CTA) en

condiciones similares (relaciéon de composicién) como en el Ejemplo 83.
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CUADRO 8
Composicion (relacion molar con el agente de transferencia de cadena) . E
Agente de 2| A, y g
m | transferencia Iniciador Mondémero ) 3 3 = Grado de polimerizacion Didmetro | &
@ |_de cadena 8 2| §3 de o
E| MPEGA & £ 28 [mpeGa Mhaww | Mo/ Mh | particula | S,
5 Z B Sa promedio | &
E —~ — (0]
Ns-Ester CTA AIBN =9 BnA EEA 3| 2 neg | BnA | EEA Z (nm) g
= a
1
86 (PEG2) 0.5 100 78 22 Tolueno | 70 90 83 68 19 [52500| 1.32 10 0.27
1
87 (PEGS5) 0.5 100 78 22 Tolueno | 70 90 72 60 19 [46100| 1.33 9 0.22
1
88 (PEG7) 0.5 100 78 22 Tolueno | 70 90 75 63 20 |48200| 1.33 10 0.25
A“’M“Y“\’H‘

n=2,57

GSNHClag

23):n=2
@):n=5
(@25)n=17
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EJEMPLOS 89 A 91

Produccion de N3(PEGm amida)-poli[(acrilato de bencilo)-co-(acrilato de

poli(etilenglicol)metil éter)-co-(acido acrilico)]

5  En lugar del agente de transferencia de cadena N3-CTA utilizado en el Ejemplo 71, la sintesis se realiz6

al utilizar N-(8-azido-3,6-dioxaoctan-1-il)-2-(dodeciltiocarbonotioiltio)-2-metilpropanamida (N3-PEG2-
Amida CTA), N-(17-azido-3,6,9,12,15-pentaoxaheptadecan-1-il)-2-(dodeciltiocarbonotioiltio)-2-
metilpropanamida (N3-PEG5-Amida CTA), o N-(23-azido-3,6,9,12,15,18,21-heptaoxatricosan-1-il)-2-

(dodeciltiocarbonotioiltio)-2-metilpropanamida (N3-PEG7-Amid CTA) en las mismas condiciones (relacion

10  de composicion) que en el Ejemplo 83.

15

CUADRO 9
Relaciéon de composicion (relacién molar con el agente de transferencia de cadena) g‘ ;;
; 3 | Grado de polimerizacién 5
IAgente de transferencia - . o 3 p ]
de cadena Iniciador Monémero o % s Didmetro %
m @ Q[0 de o
E MPEGA S |g|32g [MPEGA M| Mof M | particula | S
53 = s |3 promedio | &
Ns-Amida CTA AIBN BnA EEA L £} BnA | EEA zZ(m) | B
n=9 o N n=9 @,
Q. o
g &
89 (PElGZ) 0.5 100 78 22 Tolueno | 70 20 72 60 19 45900 1.46 10 0.24
90 1(PEG5) 0.5 100 78 22 Tolueno | 70 90 68 58 19 44000 1.47 9 0.23
91 1(PEG7) 0.5 100 78 22 Tolueno | 70 90 70 59 20 |45200| 1.49 9 0.23

T m”“’f“*’iﬁ%k;ﬁ DGR S

Tolueno de
ATBN ’YH K@ /‘*o
a D/\g- L

PN

GOSN ag

(26):n=2
27y :n=5
@B :n=T

EJEMPLO 92

Produccion de Ns-poli[(acrilato de bencilo)-co-(acrilato de poli(etilenglicol)metil éter)-co-

(acido acrilico)]-isobutironitrilo

En tolueno (32 mL), se disolvi6 el copolimero obtenido en el Ejemplo 71 (2.40 g) después de pesarlo. A
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esta solucién, se afiadieron AIBN (170 mg) y perdxido de lauroilo (62 mg), y la mezcla se agité en un
bafio de aceite a 80°C durante 20 horas. Después de detener la reaccion enfriando con hielo, se recupero
el copolimero sometiendo la solucién de reaccién a reprecipitacion o dialisis contra metanol. Desde que
el copolimero obtenido era basicamente una forma viscosa, en la reprecipitacién, se realizd una
operacion de goteo de la solucion de reaccidon en un tubo de centrifuga al cual se anadio el disolvente
pobre (hexano/acetato de etilo = 7/3 [v/v]) y se recuperd la solucién por centrifugaciéon (2 000 x g, 5
min) que se repitid 3 veces, y finalmente, se realizo el secado al vacio para obtener Ns-poli[(acrilato de
bencilo)-co-(acrilato de metil éter de poli(etilenglicol))-co-(acido acrilico)]-isobutironitrilo (2.21 g) que
tenia una estructura final convertida. Se evalué una proporcion residual de la estructura final del
copolimero obtenido a partir de un espectro UV medido con un espectrofotémetro ultravioleta-visible, y
el resultado fue 0.0%.

o NP

] AIBN ? o
fhl Tolueno de peroxido ,{H
Gy de Lauroil L
%

[Aparatos y condiciones de medicion]

(1) Medicién de espectro UV

Aparato: Espectrofotémetro Hitachi U-9300/Hitachi, Ltd.
Disolvente: agua purificada

Concentracién de la muestra: 4 mg/mL

Longitud de onda de medicién: 250 a 500 nm

Resultados: Figura 6

CUADRO 10
Ejemplo Copolimero utilizado Compuesto Azo utilizado en reaccidon | Relacién residual de estructura final (%)
92 Ejemplo 71 AIBN 0.0
EJEMPLOS 93 A 95

Se sintetizaron copolimeros que tienen diferentes estructuras finales, como se muestra en el siguiente
cuadro, al modificar apropiadamente un tipo y una cantidad de carga del compuesto azo para los

copolimeros obtenidos en los Ejemplos 84 y 85 y utilizando el mismo método como en el Ejemplo 92.
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CUADRO 11
Ejemplo Copolimero utilizado Compuesto Azo utilizado en reacciéon | Relacidn residual de estructura final (%)
93 Ejemplo 84 AIBN 0.0
94 Ejemplo 84 MAIB 0.0
95 Ejemplo 85 AIBN 0.0
EJEMPLO 96

Produccion de copolimero unido a DM1-cisteamina

A una solucion del copolimero obtenido en el Ejemplo 92 (200 mg) en DMF (2 mL), se afadieron
hexafluorofosfato de (1-ciano-2-etoxi-2-oxoetilidenaminooxi)dimetilaminomorfolinocarbenio (COMU) (59
mg) y 2,2,6,6-tetrametilpiperidina (TMP) (23.2 WL), y la mezcla se agitd a 30°C durante 2 horas. Por
separado, a una solucién de mertansina (DM1) (101 mgq) y clorhidrato de S-(2-piridiltio)cisteamina (18
mg) en THF (3 mL) se afiadié DIPEA (35.9 pL) y la mezcla se agitd a 30°C durante 2 horas. Los liquidos
de reaccion respectivos se mezclaron y la solucion de reaccion obtenida se agité a 30 °C durante 24
horas. La solucion de reaccion se dializd y se purificd (membrana de didlisis: Spectra/Por membrana de
celulosa regenerada 6, corte molecular: 3.5 kDa y liquido externo: metanol), entonces el disolvente se
removid por destilacion bajo presidn reducida y se secé al vacio, y se recuperd el copolimero al obtener
el copolimero unido a cisteamina DM1 (222 mg). Ademas, se midié un diametro de particula promedio
Z y un indice de polidispersidad del copolimero obtenido en agua por dispersiéon de luz dinamica (DLS),

y el resultado del didmetro de particula promedio Z fue de 11 nm (indice de polidispersidad: 0.32).

=N Clorhidrato de (5)2-Finlditio Cisteamina N’]/V\G A
N,/\/\o Dht1

COMU, TMP THF o
DMF

’go I\© (30)
L

Para el copolimero unido a cisteamina-DM1, se analizd el nimero de DM1 introducida en una molécula
del copolimero a partir de un espectro de *H-NMR medido mediante NMR, y el resultado del mismo fue
13 mol/mol.

[Aparatos y condiciones de medicion]

(1) Medicién de 'H-NMR
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Aparato: JNM-ECX400 (400 MHz)/JEOL Ltd.
Disolvente: dimetilsulféxido-ds que contiene 0.03 % de tetrametilsilano/KANTO CHEMICAL CO., INC.
Concentracién de la muestra: 20 mg/mL

Temperatura de medicién: 25°C

NUmero de veces de integracion: 256 veces

Resultados: Figura 7

54

CUADRO 12
. , . Numero de DM1 introducidos en una molécula de copolimero
Ejemplo Copolimero utilizado (mol/mol)
96 Ejemplo 92 13

Para los copolimeros obtenidos en los Ejemplos 79, 85 a 91 y 93 a 95, los copolimeros que tienen
diferentes cantidades de DM1 introducido a una molécula de cada uno de los copolimeros como se

muestra en el siguiente cuadro se sintetizaron al modificar apropiadamente las cantidades de carga del

EJEMPLOS 97 A 107

enlazador y DM1 vy utilizando el mismo método como en el Ejemplo 96.

Para los copolimeros obtenidos en los Ejemplos 79, 85 a 91 y 93 a 95, se sintetizaron copolimeros que

tienen nimeros diferentes de DM1 introducido a una molécula de cada uno de los copolimeros como se

muestra en el siguiente cuadro que modifica apropiadamente las cantidades de carga del enlazador y

DM1 y que utiliza el mismo método como en el Ejemplo 96.

CUADRO 13
NUmero de DM1 introducidos a
Ejemplo | Copolimero utilizado una molécula de copolimero
(mol/mol)
97 Ejemplo 93 20
98 Ejemplo 94 26
99 Ejemplo 95 20
100 Ejemplo 85 26
101 Ejemplo 79 19
102 Ejemplo 86 13
103 Ejemplo 87 13
104 Ejemplo 88 12
105 Ejemplo 89 13
106 Ejemplo 90 12
107 Ejemplo 91 15
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EJEMPLO 108

Produccion de copolimero unido a DM1-N-4-APM

Para una soluciéon de copolimero obtenido en el Ejemplo 72 (509 mg) en DMF (10 mL), se anadieron
COMU (84 mg) y TMP (33 L), y la mezcla se agitd a temperatura ambiente durante 3 horas. A esto se
anadié N-(4-aminofenil)maleimida (N-4-APM) (55 mq), y la mezcla se agitdé a 30°C durante 3 dias. La
solucion de reaccion se dializd y se purifico (membrana de dialisis: Membrana de Celulosa Regenerada
Spectra/Por 6, corte molecular: 3,5 kDa, y liquido externo: metanol), y después el disolvente se removid
por destilacion a presion reducida y secado al vacio para obtener un copolimero unido a N-4-APM (475
mg). El copolimero unido a N-4-APM (475 mg) obtenido se disolvi6 en DMF (10 mL), se afadié DM1
(102 mg) y la mezcla se agitd a temperatura ambiente durante 24 horas. La solucién de reaccion se
dializ6 y se purificd6 (membrana de didlisis: Membrana de Celulosa Regenerada Spectra/Por 6, corte
molecular: 3,5 kDa y liquido externo: metanol) y después, se removid el disolvente mediante destilacion
a presion reducida y secado al vacio para obtener el copolimero unido a DM1-N-4-APM (458 mg). Se
midieron el didmetro de particula promedio Z y el indice de polidispersidad del copolimero obtenido en
agua mediante dispersion de luz dinamica (DLS), y el resultado del diametro de particula promedio Z

fue de 11 nm (indice de polidispersidad: 0.9).

N-(4-Amminafenilimelaimida o 9
_— -
COMU, TMP ,tl L@
DMF

Para el copolimero unido a DM1-N-4-APM, se analizo la cantidad de DM1 introducido en una molécula
del copolimero a partir de un espectro de 'H-NMR medido al utilizar el NMR, y el resultado fue 7 mol/mol.
[Aparatos y condiciones de medicion]

(1) Medicién de 'H-NMR

Aparato: JNM-ECX400 (400 MHz)/JEOL Ltd.

Disolvente: dimetil sulféxido-ds que contiene 0.03% de tetrametilsilano/KANTO CHEMICAL CO., INC.

Concentracion de muestra: 20 mg/mL
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Temperatura de medicién: 25°C
NUmero de veces de integracion: 256 veces

Resultados: Figura 8

CUADRO 14
Nimero de DM1 introducidos a
Ejemplo | Copolimero utilizado una molécula de copolimero
(mol/mol)
108 Ejemplo 72 7

EJEMPLO 109

Sintesis de un copolimero unido a 1,4-diaminobutano

Para una solucién del copolimero obtenido en el Ejemplo 74 (810 mg) en DMF (16 mL), se afiadieron
COMU (164.9 mg) y TMP (78 WL), y la mezcla se agit6é a temperatura ambiente durante 3 horas. A esto
se anadié N-(terc-butoxicarbonil)-1,4-diaminobutano (735 pL), y la mezcla se agité a 30°C durante 3
dias. La solucion de reaccion se dializd y se purifico (membrana de didlisis: Membrana de Celulosa
Regenerada Spectra/Por 6, corte molecular: 3.5 kDa, y liquido externo: metanol), y después se elimind
el disolvente mediante destilacion a presion reducida y secado al vacio para recuperar el copolimero. Se
disolvié un copolimero de N-Boc-1,4-diaminobutano obtenido en una mezcla de solucién de DCM y TFA
[DCM/TFA = 5/3 (v/v), 32 mL] y la mezcla se agitd a temperatura ambiente durante la noche para
realizar la desproteccidn, y luego se elimind el disolvente por destilacion a presion reducida y secado al

vacio para obtener el copolimero unido a 1,4-diaminobutano (643 mg).
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Para el copolimero unido a 1,4-diaminobutano, se analizo la cantidad de 1,4-diaminobutano introducido
a una molécula del copolimero a partir de un espectro de *H-NMR medido mediante NMR, y el resultado
fue 12 mol/mol.

[Aparatos y condiciones de medicion]

(1) Medicién de 'H-NMR

Aparato: JNM-ECX400 (400 MHz)/JEOL Ltd.

Disolvente: dimetil sulféxido-ds que contiene 0.03% de tetrametilsilano/KANTO CHEMICAL CO., INC.

Concentracién de la muestra: 20 mg/mL
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Temperatura de medicién: 25°C
NUmero de veces de integracion: 256 veces

Resultados: Figura 9

CUADRO 15

Numero de 1,4-diaminobutano
introducido a una molécula de
copolimero
(mol/mol)

109 Ejemplo 74 12

Ejemplo | Copolimero utilizado

EJEMPLOS 110 A 116

Para los copolimeros obtenidos en los Ejemplos 73, 75 a 78 y 80 a 81, se sintetizaron copolimeros que
tenian diferentes cantidades de 1,4-diaminobutano introducido a una molécula de cada uno de los
copolimeros como se muestra en el siguiente cuadro, modificando apropiadamente una cantidad de
carga de N-(terc-butoxicarbonil)-1,4-diaminobutano, y utilizando el mismo método que en el Ejemplo
109.

CUADRO 16
NUmero de 1,4-diaminobutano
. , - introducido a una molécula de
Ejemplo | Copolimero utilizado ;
copolimero
(mol/mol)
110 Ejemplo 73 18
111 Ejemplo 75 12
112 Ejemplo 76 20
113 Ejemplo 77 26
114 Ejemplo 78 26
115 Ejemplo 80 16
116 Ejemplo 81 16

EJEMPLO 117
Produccion de copolimero unido a DM1-MHA-1,4-diaminobutano

En DMF (6 mL), se disolvio el copolimero obtenido en el Ejemplo 109 (295 mg), y se le afiadieron COMU
(59,3 mg) y TMP (28 pL), y la mezcla se agit6é a temperatura ambiente durante 3 horas. Se le afadio
acido 6-maleimidohexanoico (MHA) (293 mg), y la mezcla se agitd a 30°C durante 3 dias. La solucion
de reaccion se dializd y se purificd6 (membrana de didlisis: Membrana de Celulosa Regenerada

Spectra/Por 6, corte molecular: 3.5 kDa, y liquido externo: metanol), después se removio el disolvente
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mediante destilacion a presion reducida y secado al vacio para obtener un copolimero unido a MHA-1,4-
diaminobutano (313 mg). El copolimero unido a MHA-1,4-diaminobutano obtenido se disolvié en DMF
(10 mL), se afiadié DM1 (80 mg) y la mezcla se agitd a 30 °C durante 24 horas. La solucién de reaccién
se dializd y se purificd (membrana de dialisis: Membrana de Celulosa Regenerada Spectra/Por 6, corte
molecular: 3.5 kDa vy liquido externo: metanol), después se removid el disolvente por destilacion a
presion reducida y secado al vacio para obtener el copolimero unido a DM1-MHA-1,4-diaminobutano
(321 mg). Se midieron un didmetro de particula promedio Z y un indice de polidispersidad del copolimero
obtenido en agua mediante dispersion de luz dinamica (DLS), vy el resultado del diametro de particula

promedio Z fue de 10 nm (indice de polidispersidad: 0.21).
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Para el copolimero DM1-MHA-1,4-diaminobutano unido, se analizd la cantidad de DM1 introducido a una
molécula del copolimero a partir de un espectro de H-NMR medido mediante NMR, y el resultado del
mismo fue 12 mol/mol.

[Aparatos y condiciones de medicion]

(1) Medicién de RMN de 1H

Aparato: JNM-ECX400 (400 MHz)/JEOL Ltd.

Disolvente: dimetilsulfoxido-d6 que contiene 0.03% de tetrametilsilano/KANTO CHEMICAL CO., INC.
Concentracién de la muestra: 20 mg/mL

Temperatura de medicién: 25°C

Numero de veces de integracion: 256 veces

Resultados: Figura 10
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CUADRO 17

NUmero de DM1 introducido a
Ejemplo | Copolimero utilizado una molécula de copolimero
(mol/mol)

117 Ejemplo 109 12

EJEMPLO 118

Produccion de copolimero unido a DM1-SPDP-1,4-diaminobutano

Para una soluciéon de DM1 (81 mg) y 2,5-dioxopirrolidin-1-il 3-(piridin-2-ildisulfanil)propanoato (SPDP)
(29 mg) en DCM (1 mL) se anadié N,N-diisopropiletilamina (DIPEA) (16 pL), y la mezcla se agitd a 30°C
durante 3 horas. A la solucién de reaccién se afadié una solucién del copolimero obtenido en el Ejemplo
110 (200 mg) en DCM (4 mL), y el liquido de reaccion obtenido se agité a 30°C durante 24 horas. La
solucion de reaccion se dializd y se purifico (membrana de didlisis: Membrana de Celulosa Regenerada
Spectra/Por 6, corte molecular: 3.5 kDa y liquido externo: metanol), después se removid el disolvente
mediante destilacién a presién reducida y secado al vacio, y se recuper6 el copolimero para obtener el
copolimero unido a DM1-SPDP-1,4-diaminobutano (189 mg). Se midieron un diametro de particula
promedio Z y un indice de polidispersidad del copolimero obtenido en agua mediante dispersion de luz
dindmica (DLS), y el resultado del diametro de particula promedio Z fue de 13 nm (indice de
polidispersidad: 0,23).
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Para el copolimero unido a DM1-SPDP-1,4-diaminobutano, se analizé la cantidad de DM1 introducida a
una molécula del copolimero a partir de un espectro de H-NMR medido mediante NMR, y el resultado
del mismo fue de 18 mol/mol.

[Aparatos y condiciones de medicién]

(1) Medicién de *H-NMR
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Aparato: JNM-ECX400 (400 MHz)/JEOL Ltd.

Disolvente: dimetilsulfoxido-ds que contiene 0.03% de tetrametilsilano/KANTO CHEMICAL CO., INC.
Concentracién de la muestra: 20 mg/mL

Temperatura de medicién: 25°C

NUmero de veces de integracion: 256 veces

Resultados: Figura 11

CUADRO 18
NUmero de DM1 introducido a
Ejemplo | Copolimero utilizado una molécula de copolimero
(mol/mol)
118 Ejemplo 110 18

EJEMPLOS 119 A 121

Para los copolimeros obtenidos en los Ejemplos 112 a 114, se sintetizaron copolimeros que tenian
diferentes cantidades de DM1 introducido a una molécula de cada uno de los copolimeros, como se
muestra en el siguiente cuadro, modificando apropiadamente la cantidad de carga de DM1 vy utilizando

el mismo método que en el Ejemplo 118.

CUADRO 19
NUmero de DM1 introducido a
Ejemplo | Copolimero utilizado una molécula de copolimero
(mol/mol)
119 Ejemplo 112 16
120 Ejemplo 113 20
121 Ejemplo 114 26

EJEMPLO 122
Produccion de copolimero unido a DM1-SMCC-1,4-diaminobutano

Para una solucion de DM1 (39 mg) y 4-(N-maleimidometil)ciclohexanocarboxilato de N-succinimidilo
(SMCC) (15 mg) en DCM (1 mL), se afiadié DIPEA (7.8 L), y la mezcla se agitd a 30°C durante 3 horas.
Una solucidn del copolimero obtenido en el Ejemplo 110 (96 mg) en DCM (4 mL), se afiadio a la solucion
de reaccidn, y el liquido de reaccién obtenido se agitd a 30°C durante 48 horas. La solucion de reaccién
se dializd y se purificO (membrana de dialisis: Membrana de Celulosa Regenerada Spectra/Por 6, corte
molecular: 3.5 kDa y liquido externo: metanol), después se removio el disolvente mediante destilacion

a presion reducida y secado al vacio, y se recuper6 el copolimero para obtener el copolimero unido a
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DM1-SMCC-1,4-diaminobutano (122 mg). Se midieron un didmetro de particula promedio Z y un indice
de polidispersidad del copolimero obtenido en agua mediante dispersion de luz dinamica (DLS), y el

resultado del didmetro de particula promedio Z fue de 12 nm (indice de polidispersidad: 0.29).

5 Para el copolimero unido a DM1-SMCC-1,4-diaminobutano, se analizo la cantidad de DM1 introducida en
una molécula del copolimero a partir de un espectro de 'H-NMR medido mediante NMR, y el resultado
del mismo fue de 18 mol/mol.

[Aparatos y condiciones de medicion]
(1) Medicién de H-NMR
10  Aparato: JNM-ECX400 (400 MHz)/JEOL Ltd.
Disolvente: dimetilsulféxido-ds que contiene 0.03% de tetrametilsilano/KANTO CHEMICAL CO., INC.
Concentracién de la muestra: 20 mg/mL
Temperatura de medicién: 25°C
Numero de veces de integracion: 256 veces
15  Resultados: Figura 12

CUADRO 20
NUmero de DM1 introducido a
Ejemplo | Copolimero utilizado una molécula de copolimero
(mol/mol)
122 Ejemplo 110 18

EJEMPLO 123
20

Para el copolimero obtenido en el Ejemplo 111, se sintetizaron copolimeros que tienen diferentes
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cantidades de DM1 introducidas a una molécula del copolimero, como se muestra en el siguiente cuadro,

modificando apropiadamente la cantidad de carga de DM1 y utilizando el mismo método que en el

Ejemplo 122.
5 CUADRO 21
Numero de DM1 introducido a
Ejemplo | Copolimero utilizado una molécula de copolimero
(mol/mol)
123 Ejemplo 111 7

EJEMPLO 124

Produccion de copolimero unido a DM1-CL-031-1,4-diaminobutano

10  Para una solucion de DM1 (81 mg) y 4-(piridin-2-ildisulfanil)pentanoato de 2,5-dioxopirrolidin-1-ilo (CL-
031) (32 mg) en DCM (1 mL), se afadié DIPEA (16 uL), y la mezcla se agitoé a 30°C durante 3 horas.
Una solucion del copolimero obtenido en el Ejemplo 110 (200 mg) en DCM (4 mL), se anadid a la solucién
de reaccion, y el liquido de reaccion obtenido se agitd a 30°C durante 24 horas. La solucion de reaccion
se dializd y se purificd (membrana de didlisis: Membrana de Celulosa Regenerada Spectra/Por 6, corte
15  molecular: 3.5 kDa y liquido externo: metanol), después se removié el disolvente mediante destilacion
a presion reducida y secado al vacio, y se recuperd el copolimero para obtener el copolimero DM1-CL-
031-1,4-diaminobutano-unido (222 mg). Se midié un didmetro de particula promedio Z y un indice de
polidispersidad del copolimero obtenido en agua mediante dispersion de luz dinamica (DLS), y el

resultado del didmetro de particula promedio Z fue de 13 nm (indice de polidispersidad: 0.34).
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20
Para el copolimero DM1-CL-031-1,4-diaminobutano unido, se analiz6 la cantidad de DM1 introducido a

una molécula del copolimero a partir de un espectro de H-NMR medido mediante NMR, y el resultado
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del mismo fue 17 mol/mol.

[Aparatos y condiciones de medicion]

(1) Medicién de *H-NMR

Aparato: JNM-ECX400 (400 MHz)/JEOL Ltd.

Disolvente: dimetilsulféxido-ds que contiene 0.03% de tetrametilsilano/KANTO CHEMICAL CO., INC.
Concentracién de la muestra: 20 mg/mL

Temperatura de medicién: 25°C

Numero de veces de integracion: 256 veces

Resultados: Figura 13

CUADRO 22

NUmero de DM1 introducido a
Ejemplo | Copolimero utilizado una molécula de copolimero
(mol/mol)

124 Ejemplo 110 17

EJEMPLO 125

Produccion de copolimero unido a DM1-CL-018-1,4-diaminobutano

Para una solucion de DM1 (114 mg) y 3-metil-3-(piridin-2-ildisulfanil)butanoato de 2,5-dioxopirrolidin-1-
ilo (CL-018) (43 mg) en N,N-dimetilacetamida (DMAC) (1 mL), se afadi6 4-dimetilaminopiridina (DMAP)
(8,4 mg), y la mezcla se agitdé a 50°C durante 2 horas. Una solucion del copolimero obtenido en el
Ejemplo 115 (150 mg) en DMAC (4 mL) se afadi6 a la solucion de reaccién, y el liquido de reaccion
obtenido se agitd a 50°C durante 24 horas. La solucién de reaccidn se dializ6 y se purificd (membrana
de didlisis: Membrana de Celulosa Regenerada Spectra/Por 6, corte molecular: 3.5 kDa y liquido externo:
metanol), después se removio el disolvente mediante destilacion a presion reducida y secado al vacio, y
se recuperd el copolimero para obtener el copolimero DM1-CL-018-1,4-diaminobutano-unido (156 mg).
Se midieron un diametro de particula promedio Z y un indice de polidispersidad del copolimero obtenido
en agua mediante dispersion de luz dindamica (DLS), y el resultado del didmetro de particula promedio Z

fue de 13 nm (indice de polidispersidad: 0.23).
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Para el copolimero DM1-CL-018-1,4-diaminobutano unido, se analiz6 la cantidad de DM1 introducido a
una molécula del copolimero a partir de un espectro de 'H-NMR medido mediante NMR, y el resultado
del mismo fue 16 mol/mol.

[Aparatos y condiciones de medicién]

(1) Medicién de *H-NMR

Aparato: JNM-ECX400 (400 MHz)/JEOL Ltd.

Disolvente: dimetilsulféxido-ds que contiene 0.03% de tetrametilsilano/KANTO CHEMICAL CO., INC.
Concentracién de la muestra: 20 mg/mL

Temperatura de medicién: 25°C

Numero de veces de integracion: 256 veces

Resultados: Figura 14

CUADRO 23
NUmero de DM1 introducido a
Ejemplo | Copolimero utilizado una molécula de copolimero
(mol/mol)
125 Ejemplo 115 16

EJEMPLO 126

Produccion de copolimero unido a DM1-CL-038-1,4-diaminobutano

Para una solucion de DM1 (76 mg) y 4-metil-4-(piridin-2-ildisulfanil)pentanoato de 2,5-dioxopirrolidin-1-
ilo (CL-038) (29 mg) en DMAC (1 mL), se afadid DMAP (6 mg), y la mezcla se agitdé a 50°C durante 2

horas. A la solucion de reaccién se afiadié una solucién del copolimero obtenido en el Ejemplo 115 (100
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mg) en DMAC (4 mL), y la mezcla se agitd a 50°C durante 24 horas. La solucion de reaccién se dializd
y se purifico (membrana de dialisis: Membrana de Celulosa Regenerada Spectra/Por 6, corte molecular:
3.5 kDa vy liquido externo: metanol), después se removid el disolvente mediante destilacion a presion
reducida y secado al vacio, y se recuperd el copolimero para obtener el copolimero DM1-CL-038-1,4-
diaminobutano-unido (56 mg). Se midieron un diametro de particula promedio Z y un indice de
polidispersidad del copolimero obtenido en agua mediante dispersion de luz dindmica (DLS), y el

resultado del didametro de particula promedio Z fue de 11 nm (indice de polidispersidad: 0.32).
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Para el copolimero DM1-CL-038-1,4-diaminobutano unido, se analizé la cantidad de DM1 introducido en
una molécula del copolimero a partir de un espectro de H-NMR medido mediante NMR, y el resultado
del mismo fue 8 mol/mol.

[Aparatos y condiciones de medicion]

(1) Medicién de H-NMR

Aparato: INM-ECX400 (400 MHz)/JEOL Ltd.

Disolvente: dimetilsulfoxido-ds que contiene 0.03% de tetrametilsilano/KANTO CHEMICAL CO., INC.
Concentracién de la muestra: 20 mg/mL

Temperatura de medicién: 25°C

NUmero de veces de integracién: 256 veces

Resultados: Figura 15

CUADRO 24
NUmero de DM1 introducido a
Ejemplo | Copolimero utilizado una molécula de copolimero

(mol/mol)
126 Ejemplo 115 8
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EJEMPLO 127

Produccion de copolimero unido a DM1-CL-047-1,4-diaminobutano

Para una solucién de 4-succinimidiloxicarbonil-a-metil-a-(2-piridilditio)tolueno (CL-047) (21.2 mg) en
DMF (3 mL), se afiadieron el copolimero obtenido en el Ejemplo 113 (100 mg) y DIPEA (10 pL), vy la
mezcla se agité a 30°C durante 24 horas. Al liquido de reaccién, se afiadié DM1 (40 mg), y la mezcla se
agité a 30°C durante 24 horas. La solucion de reaccion se dializd y se purifico (membrana de didlisis:
Membrana de Celulosa Regenerada Spectra/Por 6, corte molecular: 3.5 kDa y liquido externo: metanol),
después se removid el disolvente mediante destilacion a presion reducida y secado al vacio, y se recuperd
el copolimero para obtener el copolimero DM1-CL-047-1,4-diaminobutano-unido (153 mg). Se midieron
un didmetro de particula promedio Z y un indice de polidispersidad del copolimero obtenido en agua
mediante dispersion de luz dinamica (DLS), vy el resultado del diametro de particula promedio Z fue de

12 nm (indice de polidispersidad: 0.18).
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Para el copolimero DM1-CL-047-1,4-diaminobutano unido, se analizé la cantidad de DM1 introducido en
una molécula del copolimero a partir de un espectro de H-NMR medido mediante NMR, y el resultado
del mismo fue 20 mol/mol.

[Aparatos y condiciones de medicion]

(1) Medicién de 'H-NMR

Aparato: JNM-ECX400 (400 MHz)/JEOL Ltd.

Disolvente: dimetilsulfoxido- deé que contiene 0.03% de tetrametilsilano/KANTO CHEMICAL CO., INC.
Concentracién de la muestra: 20 mg/mL

Temperatura de medicién: 25°C

NUmero de veces de integracién: 256 veces

Resultados: Figura 16
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CUADRO 25

NUmero de DM1 introducido a
Ejemplo | Copolimero utilizado una molécula de copolimero
(mol/mol)

127 Ejemplo 113 20

EJEMPLO 128

Produccion de copolimero unido a SN-38-C0-1,4-diaminobutano

En una solucién de SN-38 (0.5 g) en DCM (50 mL), se afiadieron dicarbonato de di-terc-butilo (353 mg)
y piridina (3 mL), y la mezcla se agit6é durante la noche a temperatura ambiente. El liquido de reaccién
se transfirié a un embudo de decantacién y se lavd 3 veces con una solucién acuosa de HCl 0.5 N (150
mL) seguida de una vez con una solucién acuosa saturada de NaHCOs. La capa organica se recupero, el
DCM se destild a presion reducida con un evaporador y después se seco al vacio para obtener Boc-SN-
38 (0.586 g).

A continuacion, el copolimero obtenido en el Ejemplo 115 (200 mg) se disolvidé en benceno y se liofilizd.
En atmdsfera de argdn, se disolvié en THF, se afiadieron Boc-SN-38 (27.6 mg), 1,1'-carbonildiimidazol
(12 mg) y DMAP (15 mg) y se agitd la mezcla a temperatura ambiente durante 3 horas. La solucién de
reaccion se dializ6 y se purifico (membrana de dialisis: Membrana de Celulosa Regenerada Spectra/Por
6, corte molecular: 3,5 kDa y liquido externo: metanol), después se removid el disolvente mediante
destilacion a presion reducida y secado al vacio para recuperar un copolimero unido a Boc-SN-38-CO-
1,4-diaminobutano. El copolimero unido a Boc-SN-38-CO-1,4-diaminobutano obtenido se disolvié en la
mezcla de solucién de DCM y TFA [DCM/TFA = 5/3 (v/v)] (32 mL) y la mezcla se agité a temperatura
ambiente durante la noche para realizar la desproteccion, y después se removid el disolvente por
destilacién a presion reducida y secado al vacio para obtener el copolimero unido a SN-38-CO-1,4-
diaminobutano (220 mg). Se midié un diametro de particula promedio Z y un indice de polidispersidad
del copolimero obtenido en agua por dispersion de luz dindamica (DLS), y el resultado del didametro de

particula promedio Z fue de 8 nm (indice de polidispersidad: 0.23).
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Para el copolimero unido a SN-38-CO-1,4-diaminobutano, se analizd la cantidad de SN-38 introducido
en una molécula del copolimero a partir de un espectro de 'H-NMR medido mediante NMR, y el resultado
fue 13 mol/mol.

[Aparatos y condiciones de medicion]

(1) Medicion de *H-NMR

Aparato: JNM-ECX400 (400 MHz)/JEOL Ltd.

Disolvente: dimetilsulféxido-ds que contiene 0.03% de tetrametilsilano/KANTO CHEMICAL CO., INC.
Concentracién de la muestra: 20 mg/mL

Temperatura de medicién: 25°C

Numero de veces de integracion: 256 veces

Resultados: Figura 17

CUADRO 26
NUmero de SN-38 introducido a
Ejemplo | Copolimero utilizado una molécula de copolimero
(mol/mol)
128 Ejemplo 115 13

EJEMPLO 129

Produccion de copolimero unido a deruxtecan-SPDP-1,4-diaminobutano

En DMF (4 mL), se disolvieron el copolimero obtenido en el Ejemplo 116 (200 mg), 2,5-dioxopirrolidin-
1-il 3-(piridin-2-ildisulfanil)propanoato (SPDP) (14.2 mg) y deruxtecan (51.4 mg), y la mezcla se agit6 a
30°C durante 2 horas. A continuacién, se anadid gota a gota una solucién acuosa de tris(2-

carboxietil)fosfina (TCEP) (1 mL) al liquido de reaccion mientras se agitaba, y la mezcla se agitd durante
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la noche a 30°C. El liquido de reaccién obtenido se agitd a 30°C durante 24 horas. La solucion de
reaccion se dializo y se purifico (membrana de dialisis: Membrana de Celulosa Regenerada Spectra/Por
6, corte molecular: 3.5 kDa, y liquido externo: metanol), después se removid el disolvente mediante
destilacion a presién reducida y secado al vacio, y se recuperd el copolimero para obtener el copolimero
unido a deruxtecan-SPDP-1,4-diaminobutano (enlace tioéter) (205 mg). Se midid un diametro de
particula promedio Z y un indice de polidispersidad del copolimero obtenido en agua mediante dispersién
de luz dinamica (DLS), y el resultado del diametro de particula promedio Z fue de 12 nm (indice de
polidispersidad: 0.23).
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Para el copolimero unido a deruxtecan-SPDP-1,4-diaminobutano, se analizd la cantidad de deruxtecan
introducido en una molécula del copolimero a partir de un espectro de H-NMR medido mediante NMR,
y el resultado fue 16 mol/mol.

[Aparatos y condiciones de medicion]

(1) Medicién de ‘H-NMR

Aparato: JNM-ECX400 (400 MHz)/JEOL Ltd.

Disolvente: dimetilsulféxido-ds que contiene 0.03% de tetrametilsilano/KANTO CHEMICAL CO., INC.
Concentracioén de la muestra: 20 mg/mL

Temperatura de medicién: 25°C

Numero de veces de integracion: 256 veces

Resultados: Figura 18
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CUADRO 27

NUmero de deruxtecan
introducido a una molécula de
copolimero
(mol/mol)

129 Ejemplo 116 16

Ejemplo | Copolimero utilizado

EJEMPLO 130

Produccion de copolimero unido a 4-hidroxibutilamina

En DMF (4 mL), se disolvid el copolimero obtenido en el Ejemplo 82 (200 mg) después de pesarlo, se
anadieron COMU (64.4 mg) y TMP (31 pL) y se agitd la mezcla a temperatura ambiente durante 3 horas.
A continuacion, se afiadié 4-amino-1-butanol (73 pL) y se agitd la mezcla durante la noche a 30°C. La
solucién de reaccion se dializd y se purificd (membrana de didlisis: Membrana de Celulosa Regenerada
Spectra/Por 6, corte molecular: 3.5 kDa y liquido externo: metanol), después se removid el disolvente
mediante destilacion a presiéon reducida y secado al vacio para obtener el copolimero unido a 4-

hidroxibutilamina (205 mg).
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Para el copolimero unido a 4-hidroxibutilamina, se analizé la cantidad de 4-amino-1-butanol introducido
en una molécula del copolimero a partir de un espectro de *H-NMR medido mediante NMR, y el resultado
fue 15 mol/mol.

[Aparatos y condiciones de medicion]

(1) Medicién de *H-NMR

Aparato: JNM-ECX400 (400 MHz)/JEOL Ltd.

Disolvente: dimetilsulfoxido-ds que contiene 0.03% de tetrametilsilano/KANTO CHEMICAL CO., INC.
Concentracién de la muestra: 20 mg/mL

Temperatura de medicién: 25°C

NUmero de veces de integracién: 256 veces

Resultados: Figura 19
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CUADRO 28

Numero de 4-amino-butanol
introducido a una molécula de
copolimero
(mol/mol)

130 Ejemplo 82 15

Ejemplo | Copolimero utilizado

EJEMPLO 131

Sintesis de un copolimero unido a estaurosporina (STS, por sus siglas en inglés)

En THF, se disolvid el copolimero obtenido en el Ejemplo 130 (200 mg), se afnadieron trifosgeno (7,2
mg) y DMAP (22.1 mg) y la mezcla se agitdé a 10°C durante 30 minutos. A continuacién, se afadio
estaurosporina (28.2 mg) y la mezcla se agitd a temperatura ambiente durante 3 horas. La solucion de
reaccion se dializd y se purificd6 (membrana de didlisis: Membrana de Celulosa Regenerada Spectra/Por
6, corte molecular: 3.5 kDa y liquido externo: metanol) y, después se removid el disolvente mediante
destilacion a presién reducida y secado al vacio para obtener el copolimero unido a estaurosporina (233
mg). Se midieron un didmetro de particula promedio Z y un indice de polidispersidad del copolimero
obtenido en agua mediante dispersion de luz dinamica (DLS), vy el resultado del diametro de particula

promedio Z fue de 10 nm (indice de polidispersidad: 0.21).
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Para el copolimero unido a STS, se analizd la cantidad de STS introducidos en una molécula del

HN

copolimero a partir de un espectro de H-NMR medido mediante NMR, y el resultado del mismo fue de
13 mol/mol.

[Aparatos y condiciones de medicion]

(1) Medicién de 'H-NMR

Aparato: JNM-ECX400 (400 MHz)/JEOL Ltd.

Disolvente: dimetilsulfoxido-ds que contiene 0.03% de tetrametilsilano/KANTO CHEMICAL CO., INC.
Concentracion de la muestra: 20 mg/mL

Temperatura de medicion: 25°C
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Numero de veces de integracion: 256 veces

Resultados: Figura 20

CUADRO 29
Numero de STS introducido a
Ejemplo | Copolimero utilizado una molécula de copolimero
(mol/mol)
131 Ejemplo 130 13

EJEMPLO 132

Produccion de complejo de farmaco micelar unido a cetuximab-maleimida-PEG4-DBCO

Para un vial de vidrio en el cual se dispensd una solucién madre de anticuerpo cetuximab (Erbitux, Merck
Biopharma) (10 mg/mL, 3 mL) y PBS (9 mL), se afiadié 10 mM de tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP) (42
pL) disuelto en PBS y la mezcla se agité a 37°C durante 15 minutos. Después, se afadié 10 mM de
DBCO-PEG4-maleimida (99 L) disuelto en DMSO, se agitdé a 37°C durante 15 minutos y se hizo
reaccionar con un residuo de cisteina del anticuerpo. A esto, se le afiadié una solucién acuosa (10
mg/mL, 20 pL) obtenida disolviendo L-cisteina (168149, Sigma-Aldrich) en PBS, y la mezcla se agitd a
37°C durante 1 minuto para detener la reaccion. El liquido de reaccion se recuperd, se dializd frente a
agua purificada durante la noche (casete de dialisis Slide-A-Lyzer™, corte molecular: 20 K, 7736, Thermo
Fisher Scientific), y después se sometio a ultrafiltracion (Vivaspin Turbo 15, corte molecular: 100 K) para
eliminar un reactivo modificador que no reacciond. La dilucién se realizd en un matraz de medicion hasta
exactamente 5 mL con PBS, y la solucién (1 mL) se dispensd en viales de vidrio. A continuacion, se
afadiod el copolimero obtenido en el Ejemplo 99 (10 mg) y se dejo reposar en BICELL™ a -20°C durante
1 dia. Después, se recuperd la solucion obtenida por descongelacion a 4°C. Después de que un
anticuerpo unido al copolimero y un anticuerpo no unido se separaron por cromatografia hidrofébica
debido a la diferencia en el tiempo de retencidn, se recuperaron cada una de las fracciones objetivo y
se lavaron por ultrafiltracion (Vivaspin Turbo 15, corte molecular: 100 K) con PBS para obtener el
complejo de farmaco micelar unido a cetuximab-maleimida-PEG4-DBCO como un objeto.

Se midi6 un diametro de particula promedio Z y un indice de polidispersidad del complejo de farmaco
micelar unido a cetuximab-maleimida-PEG4-DBCO por dispersion de luz dinamica (DLS). Ademas, se
midio el peso molecular promedio en nimero (Mn, MALS) del complejo en agua mediante cromatografia
de exclusion por tamafio (SEC) equipada con un detector de dispersion de luz multidngulo (MALS) para
calcular el peso molecular absoluto, y el nimero de copolimeros unidos a un anticuerpo y una relacion
de unidn de anticuerpo-farmaco (DAR) se calcularon a partir de un peso molecular del copolimero en

combinacion con el peso molecular del anticuerpo.
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[Aparatos y condiciones de medicion]
(1) Medicién SEC-MALS

Aparato: Waters Alliance/Waters

o]
N ,go
L O

Detector: Detector PDA 2998/Detector de indice de refraccion Waters 2414/Waters DAWN HELEOSII

8+/WYATT
Columna: TSKgel G-3000PWXL/Tosoh Corporation

(Tamano de columna: 7.8 mm x 300 mm, tamafnio de particula: 7 ym y peso molecular limite de

exclusion: 2 x 105)

TSKgel guardcolum/Tosoh Corporation

Fase movil: Solucion acuosa de cloruro de sodio de 100 mmol/L

Temperatura: 25°C
Caudal: 0.8 mL/min

Concentracién de la muestra: 10 mg/mL

CUADRO 30
Nimero de ,
P Ndmero de L
farmacos copolimeros Diametro de )
. Copolimero . . . unidos a una - particula Indice de
Ejemplo L Anticuerpo | Farmaco | Fraccion < unidos a un DAR . L )
utilizado molécula de anticuerpo promedio Z | polidispersidad
copolimero nm
(nm)
(mol/mol) (mol/mol)
. ) 1 1.2 24 14 0.13
132 Ejemplo 99 Cetuximab DM1 20
2 2.0 40 18 0.11
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EJEMPLOS 133 A 134

En lugar de DBCO-PEG4-maleimida utilizada en el Ejemplo 132, la sintesis se realizd al utilizar DBCO-
PEG12-maleimida en el Ejemplo 133, o DBCO-PEG24-maleimida en el Ejemplo 134 mediante el mismo

5  método de preparacion que en el Ejemplo 132.

CUADRO 31

Nimero de NUmero de

farmacos copolimeros Didmetro de )
. Copolimero . . " unidos a una p particula Indice de

Ejemplo i Anticuerpo | Farmaco | Fraccion . unidos a un DAR ) . ]
utilizado molécula de anticuerno promedio Z | polidispersidad

copolimero P (nm)

(mol/mol) (mol/mol)
133 Ejemplo 99 Cetuximab DM1 - 20 1.9 38 19 0.20
134 Ejemplo 99 Cetuximab DM1 - 20 2.1 42 20 0.22

EJEMPLOS 135 A 144

10
Para los copolimeros obtenidos en los Ejemplos 83, 96, 100, 101, 120, 121, 122, 124, 125y 128, la
sintesis se realizd6 modificando apropiadamente las cantidades de carga y utilizando el mismo método
que en el Ejemplo 132.
15 CUADRO 32
NLllmero de Numero de .
farmacos . Diametro de
Ejemplo Copolimero Anticuerpo | Farmaco | Fraccion unldos a una E?\Fl’gg: : r:: DAR particula indice de
Jemp utilizado P molécula de anticuerpo promedio Z | polidispersidad
copolimero I pl (nm)
(mol/moly | (mol/mol)
1 1.0 26 14 0.17
135 Ejemplo 100 DM1 26
2 16 42 15 0.19
1 12 18 17 0.08
136 Ejemplo 125 DM1 16
2 16 24 18 0.08
1 16 27 21 0.30
137 Ejemplo 124 DM1 17
2 1.8 31 17 0.15
138 Ejemplo 120 DM1 - 20 1.9 38 18 0.11
1 12 31 17 0.32
Cetuximab
139 Ejemplo 121 DM1 2 26 2.0 52 18 0.25
3 3.3 85 25 0.25
140 Ejemplo 101 DM1 - 19 1.9 36 16 0.10
141 Ejemplo 128 SN-38 - 13 1.8 23 14 0.13
142 Ejemplo 125 STS - 13 2.1 27 14 0.09
143 Ejemplo 83 SCNP - 0 1.9 0 15 0.07
1 1.4 25 17 0.08
144 Ejemplo 122 DM1 18
2 2.1 38 17 0.07
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EJEMPLO 145

Produccion de complejo de farmaco micelar unido a cetuximab-NHS-DBCO

El copolimero obtenido en el Ejemplo 118 y cetuximab se complejaron. A un vial de vidrio en el cual se
dispensé una solucién de PBS de cetuximab (2.07 mg/mL, 14.5 mL), se afiadi6 Ester Sulfo DBCO-NHS
(0.5 mL) disuelto en PBS a 1.22 mg/mL. La mezcla se agité durante 3 horas, con lo cual se hizo reaccionar
un residuo de lisina del anticuerpo. Después, el reactivo de modificacion que no reaccion6 se removio
mediante la purificacién por didlisis (membrana de didlisis: Membrana de Celulosa Regenerada
Spectra/Por 6, corte molecular: 3.5 kDa, y liquido externo: agua purificada) y la ultrafiltracion (Vivaspin
Turbo 15, corte molecular: 100 K). La dilucién se realizd en un matraz de medicion hasta exactamente
5 ml con PBS. En un vial de vidrio, se dispensd la solucion (1 ml) (anticuerpo: 6 mg/vial) y se recupero
por liofilizacion. Después, el complejo de farmaco micelar unido a cetuximab-NHS-DBCO, que es un
objeto, se recuperé mediante la misma operacion que en el Ejemplo 132.

Se midieron un diametro de particula promedio Z y un indice de polidispersidad del complejo de farmaco
micelar unido a cetuximab-NHS-DBCO mediante dispersion de luz dinamica (DLS), y el resultado del
didametro de particula promedio Z fue de 32 nm (indice de polidispersidad: 0.47). Ademas, el peso
molecular absoluto se calculd mediante la medicién MALS, y el nimero de copolimeros unidos a un
anticuerpo calculado a partir del peso molecular del copolimero en combinacion con el peso molecular

del anticuerpo fue 1.9, y la relaciéon de unién al farmaco del anticuerpo (DAR) fue 34.

CUADRO 33
Numero de ,
, Ndmero de "
farmacos conolimeros Diametro de .
. Copolimero . . ” unidos a una P particula Indice de
Ejemplo . Anticuerpo | Farmaco | Fraccion . unidos a un DAR ’ . )
utilizado molécula de anticuerpo promedio Z | polidispersidad
copolimero P (nm)
(mol/mol) (mol/mol)
145 Ejemplo 118 Cetuximab DM1 - 18 1.9 34 32 0.47

EJEMPLOS 146 A 148

En lugar del éster Sulfo DBCO-NHS utilizado en el Ejemplo 145, la sintesis se realiz6 utilizando el éster
DBCO-NHS utilizado en el Ejemplo 146, el éster DBCO-PEG5-NHS utilizado en el Ejemplo 147 o el éster
DBCO-PEG13-NHS utilizado en el Ejemplo 148 mediante el mismo método de preparacion que en el

Ejemplo 145.
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CUADRO 34
NLfmero de Numero de "
farmacos . Diametro de
. h copolimeros 3 s
Ejemplo Cop_qllmero Anticuerpo | Farmaco | Fraccion un|d95 auna | nidos a un DAR partlcqla ;n_dlce d_e
utilizado molécula de anticuerno promedio Z polidispersidad

copolimero v pl (nm)

(mol/mol) (mol/mol)
146 Ejemplo 118 Cetuximab DM1 - 18 1.5 27 26 0.34
147 Ejemplo 118 Cetuximab DM1 - 18 1.8 32 27 0.21
148 Ejemplo 118 Cetuximab DM1 - 18 1.9 34 27 0.22

Produccion de complejo farmacolégico de micela unida a trastuzumab

EJEMPLOS 149 A 152

5
Se llevo a cabo el mismo procedimiento establecido en el Ejemplo 132, en donde se utilizé trastuzumab
(Herceptin, Chugai Pharmaceutical CO., LTD.) como anticuerpo.
CUADRO 35
NUmero de Nimero de
farmacos col;J)olin:eros Diametro de )
Ejemplo Cop_qllmero Anticuerpo Farmaco Fraccion unld?s auna | nidosaun DAR partlcqla ?”.d'ce d_e
utilizado molécula de anticuerpo promedio Z | polidispersidad
copolimero P (nm)
(mol/mol) (mol/mol)
1 1.1 18 17 0.21
149 Ejemplo 119 DM1 2 16 1.6 26 26 0.23
3 2.4 38 28 0.19
Trastuzumab
150 Ejemplo 123 DM1 - 7 3.3 23 23 0.25
151 Ejemplo 120 DM1 - 20 2.0 40 26 0.23
152 Ejemplo 129 Deruxtecan - 16 1.6 26 19 0.26
10
EJEMPLO 153
Produccion de complejo farmacolégico micelar unido a Rituximab-S
Se llevd a cabo el mismo procedimiento establecido en el Ejemplo 132, en donde se utilizd Rituximab
15  (Rituxan, Zenyaku Kogyo Co., Ltd.) como anticuerpo.
CUADRO 36
Nimero de NUmero de
farmacos conolimeros Didmetro de .
. Copolimero . . - unidos a una p particula Indice de
Ejemplo L Anticuerpo | Farmaco | Fraccion . unidos a un DAR . . )
utilizado molécula de anticuerno promedio Z | polidispersidad
copolimero P (nm)
(mol/mol) | (mol/mol)
1 1.7 27 21 0.22
153 Ejemplo 119 Rituximab DM1 16
jemp 2 26 42 16 020
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Produccion de complejo de farmaco micelar unido a NH-rituximab

Se llevd a cabo el mismo procedimiento establecido en el Ejemplo 146, en donde se utilizé Rituximab

5 (Rituxan, Zenyaku Kogyo Co., Ltd.) como anticuerpo.

CUADRO 37
Nimero de Numero de
farmacos ; Didmetro de
Copolimero . . unidos a una copolimeros particula indice de
Ejemplo L Anticuerpo | Farmaco | Fraccion . unidos a un DAR ) . ]
utilizado molécula de anticuerno promedio Z | polidispersidad
copolimero I pl (nm)
(mol/mol) (mol/mol)
. i 1 1.5 24 20 0.20
154 Ejemplo 119 Rituximab DM1 2 16 25 20 18 0.24

EJEMPLO 155

10 Produccion de complejo de farmaco micelar unido a panitumumab
Se llevd a cabo el mismo procedimiento establecido en el Ejemplo 132, en donde se utilizd panitumumab
(Vectibix™, Takeda Pharmaceutical Company Limited) como anticuerpo.
15 CUADRO 38
Nimero de NUmero de
farmacos ; Diametro de
Copolimero Farmac unidos a una copolimeros articula Indice de
Ejemplo PO Anticuerpo Fraccion < unidos a un DAR p . - )
utilizado o] molécula de anticuerno promedio Z polidispersidad
copolimero I pl (nm)
(mol/mol) |  (mol/mol)
1 0.8 21 13 0.11
155 Ejemplo 121 Panitumumab DM1 2 26 1.5 39 18 0.22
3 2.6 69 17 0.22

EJEMPLO 156

Produccion de complejo de farmaco micelar unido a IgG

20  Se llevd a cabo el mismo procedimiento establecido en el Ejemplo 132, en donde se utilizd IgG (IgG

humana normal, molécula completa, producto purificado, 143-09501, FUJIFILM Wako Pure Chemical

Corporation) como anticuerpo.
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CUADRO 39
NL,|mero de NUmero de -
farmacos ; Diametro de
. h copolimeros 3 s
Ejemplo Copolimero Anticuerpo | Farmaco | Fraccion unldgs auna | idosa un DAR particula Indice de
utilizado molécula de anticuerno promedio Z | polidispersidad
copolimero | pI (nm)
(mol/mol) (mol/mol)
156 Ejemplo 121 IgG DM1 - 26 1.8 47 17 0.20

EJEMPLO 157

Producciéon de complejo de farmaco micelar unido a cetuximab-Fab

5
Se prepard un anticuerpo fragmentado (Fab) de cetuximab utilizando un kit de purificacion disponible
comercialmente (Fab Preparation Kit, Pierce, #44985) y se realizd el mismo procedimiento que en el
Ejemplo 145.
10 CUADRO 40
Numero de Ndmero de
farmacos conolimeros Diametro de )
Ei Copolimero . . . unidos a una p particula Indice de
jemplo o Anticuerpo | Farmaco | Fraccion . unidos a un DAR ) . ]
utilizado molécula de anticuerno promedio Z | polidispersidad
copolimero P (nm)
(mol/mol) (mol/mol)
. Cetuximab- 1 1.0 26 15 0.13
157 Ejemplo 121 Fab DM1 2 26 14 35 12 012

EJEMPLO 158

Produccion de copolimero unido a exatecan-PAB-Cit-Val-Ahx

15  Paso 1: sintesis de Boc-Ahx-Val-Cit-PAB-PNP
Parea una solucién de Boc-Ahx-Val-Cit-PAB-OH (compuesto HDP 30.1267 descrito en WO 2016/142049
A) (239 mqg) y bis(4-nitrofenil)carbonato (362 mg) en DMF (1,5 mL), se anadié N,N-diisopropiletilamina
(207 pL), y la mezcla se agité durante la noche a temperatura ambiente. El liquido de reaccion se destild
a presion reducida con el evaporador y después se purificd mediante cromatografia en columna de gel
20  de silice (CHCI3/MeOH = 100/0 a 85/15) para obtener Boc-Ahx-Val-Cit-PAB-PNP (241 mg).

0]
Q o OH ' yy
BucHN\/\/\)LNIWH\)LNQ/\ \/\/\)OL H\j’\ /©/\D Q
H H H Bis(4-nitrofenil) Carbonato BocHN N N Y N
o} - H o : H
\L DIPEA \|\
NOs

NH DMF
NH

0% "NH,
0% " NHZ

H NMR (400 MHz,DMSO-ds)d:10.06(s,1H),8.33-
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8.29(m,2H),8.11(d,J=7.6Hz,1H),7.80(d,J=8.5Hz,1H),7.65(d,]=9.0
Hz,2H),7.57(dt,J=10.0,2.7Hz,2H),7.41(d,J=8.8Hz,2H),6.75(t,J=5.6Hz,1H),5.97(t,J=5.8Hz,1H),5.42(s, 2
H),5.24(s,2H),4.41-4.34(m, 1H),4.20(dd,1=8.8,7.6Hz, 1H),3.07-2.92(m,2H),2.90-2.85(m,2H),2.23-
2.08(m,2H),2.01-1.91(m,1H),1.75-1.32(m,17H),1.25-
1.17(m,2H),0.87(d,J=6.8Hz,3H),0.83(d,J=6.8Hz,3H).MS(ESI)m/z: 758.2[M+H]*

Paso 2: sintesis de Boc-Ahx-Val-Cit-PAB-exatecan

Para una solucion de Boc-Ahx-Val-Cit-PAB-PNP (240 mg) y mesilato de exatecan (168 mg) en DMSO
(6.33 mL), se afnadio trietilamina (88.2 yL) y la mezcla se agitd durante la noche a temperatura ambiente.
Se afiadié agua al liquido de reaccién y, a continuacion, se recogid el precipitado generado mediante
filtracion con succién. El producto filtrado se purifico mediante cromatografia en columna de gel de silice
(CHCIs/MeOH = 100/0 a 85/15) para obtener el Boc-Ahx-Val-Cit-PAB-exatecan (202 mg).

9 0
BEBUCAS SeEUeas
BOBHN\/\/\)LN \)L Exatecansol  BotHN._~_~_J K(N\)L "
H TR N 7N
o \[\ —_— H & i H
NH NG

EtzN, DMSO
L. e
07 NH; o“)\MH2
1H NMR(400 MHz,DMSO-ds)5:9.98(s, 1H),8.09-8.04(m, 2H),7.81-

7.76(m,2H),7.61(d,J=8.5Hz,2H),7.36(d,J=8.5Hz,2H),7.31(s, 1H),6.74(t,J=5.6Hz,1H),6.52(s, 1H),5.97(t,
J=5.8Hz,1H),5.45(s,2H),5.41(s,2H),5.34-5.23 (m,3H),5.08 (s,2H),4.40-4.33 (m,1H),4.19 (dd,] = 8.5,6.7
Hz,1H),3.30-3.06 (m,2H),3.05-2.84 (m,4H),2.37 (s,3H),2.24-2.08 (m,4H),2.03-1.80 (m,3H),1.74-1.31
(m,17H),1.21-1.18 (m,2H),0.89-0.82 (m,9H).MS(ESI)m/z:1054.5[M+H]*

Paso 3: sintesis de trifluoroacetato de H-Ahx-Val-Cit-PAB-exatecan

Para una solucion de Boc-Ahx-Val-Cit-PAB-exatecan (100 mg) en DCM (3 mL), se afiadié acido
trifluoroacético (0.3 mL) y la mezcla se agitd a temperatura ambiente durante 4 horas. El liquido de
reaccion se destild a presion reducida con el evaporador y luego se purificd por cromatografia de fase
inversa (solucion acuosa de TFA al 0.1 %/MeCN = 100/0 a 60/40) con una columna ODS para obtener
el trifluoroacetato de H-Ahx-Val-Cit-PAB-exatecan (63.7 mg).

MS(ESI)m/z: 954.5 [M+H]*
Paso 4: sintesis de un copolimero unido a exatecan-PAB-Cit-Val-Ahx
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En DMF (1 mL), se disolvié un copolimero obtenido por el mismo método de preparacién como en el
Ejemplo 72 (100 mg), se afiadieron trifluoroacetato de H-Ahx-Val-Cit-PAB-exatecan (25,4 mg), N,N-
diisopropiletilamina (15,5 yL) y HATU (11,3 mg) y la mezcla se agitdé durante la noche a temperatura
ambiente. El liquido de reaccidn se dializé y se purificdé (membrana de didlisis: Membrana de Celulosa
Regenerada Spectra/Por 6, corte molecular: 3.5 kDa, y liquido externo: metanol), después se elimino el
disolvente por destilacidn a presidn reducida y secado al vacio, y se recuper6 el copolimero para obtener
el copolimero unido a exatecan-PAB-Cit-Val-Ahx (106 mg). Se midieron el diametro de particula promedio
Z vy el indice de polidispersidad del copolimero obtenido en agua mediante dispersién de luz dindmica
(DLS), vy el resultado del diametro de particula promedio Z fue de 8,5 nm (indice de polidispersidad:
0.129).

0
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Para el copolimero unido a exatecan-PAB-Cit-Val-Ahx, se analizd la cantidad de exatecan introducido en
una molécula del copolimero a partir de un espectro de *H NMR medido mediante NMR, y el resultado
del mismo fue de 9.4 mol/mol.

[Aparatos y condiciones de medicion]

(1) Medicién de *H NMR

Aparato: JNM-ECX400 (400 MHz)/JEOL Ltd.

Disolvente: dimetilsulféxido-ds que contiene 0.03% de tetrametilsilano/KANTO CHEMICAL CO., INC.
Concentracion de la muestra: 20 mg/ml

Temperatura de medicién: 25°C

NUmero de veces de integracion: 399 veces

Resultados: Figura 21

EJEMPLOS 159 A 163

Para el copolimero obtenido en el Ejemplo 158, la sintesis se realizd modificando apropiadamente la
cantidad de carga y utilizando el mismo método que en el Ejemplo 132. Ademas, para los copolimeros

obtenidos de manera similar a los Ejemplos 72, 79, 82 y 84, la sintesis se realizd al realizar
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secuencialmente el mismo método de preparacion que en los Ejemplos 94, 96 y 132 mientras se

modificando los importes de los cargos.

CUADRO 41
Nimero de NUmero de
farmacos copolimeros Didmetro de i
Ejemplo Cop_qhmero Anticuerpo | Farmaco | Fraccidn unldgs auna unidos a un DAR partlcqla Ind Ice d.e
utilizado molécula de anticuerno promedio Z | polidispersidad
copolimero P (nm)
(mol/mol) (mol/mol)
159 Ejemplo 158 Cetuximab | Exatecan - 9.4 2.3 21 13 0.13
160 Ejemplo 82 Cetuximab DM1 - 12 2.1 25 27 -
161 Ejemplo 84 Cetuximab DM1 - 24 1.7 41 27
162 Ejemplo 72 Cetuximab DM1 - 10 2.0 20 27
163 Ejemplo 79 Cetuximab DM1 - 24 1.8 43 27

EJEMPLO COMPARATIVO 1

Preparacion de una solucién de oxaliplatino

Para 5.58 mL de una solucion de glucosa al 5.9 (p/v)% se afiadié 1 mL de solucién de I1.V. de ELPLAT
de 50 mg (Yakult Honsha Co., Ltd.) para preparar una solucién de glucosa al 5 (p/v)% que contenia 760

Mg de oxaliplatino.

EJEMPLO COMPARATIVO 2

Preparacion de una solucién de cetuximab

Se diluy6é cetuximab (Erbitux™ Injection 100 mg, Merck Biopharma Co., Ltd.) con solucion salina
fisioldgica (solucion salina fisioldgica Otsuka) para preparar una solucion de cetuximab a 2 mg/mL, que
se utilizd para administracién intravenosa (dosis de 10 mg/kg corporal). Ademas, mediante una dilucién
similar con RPMI1640 (en lo sucesivo, medio RPMI1640) que contiene 10% de suero bovino fetal (Merck
KGaA), se evaluaron los efectos citotdxicos a concentraciones finales de cetuximab de 66 nmol/L, 20
nmol/L, 6.6 nmol/L, 2.0 nmol/L, 0.66 nmol/L, 0.20 nmol/L, 0.066 nmol/L o 0.020 nmol/L.

EJEMPLO COMPARATIVO 3

Preparacion de una solucién de trastuzumab

En agua para inyeccion (3.0 mL) de conformidad con la Farmacopea Japonesa, se disolvié trastuzumab
(Herceptin™ para infusion intravenosa 60, Chugai Pharmaceutical CO., LTD.) (60 mg) para preparar una
solucion a 20 mg/mL. A continuacion, al diluir esta solucion con el medio RPMI1640, se evaluaron los
efectos citotdxicos a concentraciones finales de trastuzumab de 20 nmol/L, 6.8 nmol/L, 2.0 nmol/L, 0.68
nmol/L, 0.20 nmol/L, 0.068 nmol/L, 0.020 nmol/L, 0.0068 nmol/L o 0,0020 nmol/L.
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EJEMPLO COMPARATIVO 4

Preparacion de una solucién de rituximab

Al diluir rituximab (Rituxan™ Intravenous Infusion 100 mg, Zenyaku Kogyo Co., Ltd.) con el medio
RPMI1640, se evaluaron los efectos citotoxicos a una concentracion final de rituximab de 69 nmol/L, 21
nmol/L, 6.9 nmol/L, 2.1 nmol/L, 0.69 nmol/L, 0.21 nmol/L, 0.069 nmol/L o 0.021 nmol/L.

EJEMPLO DE PRUEBA 1

Prueba de eficacia de farmacos

Se utilizé un modelo portador de tumor obtenido mediante el trasplante subcutaneo de una linea celular
de cancer de colon de ratén C26 (American Type Culture Collection) en un ratén desnudo hembra
(BALB/c-nu/nu, 7 semanas de edad; Charles River Laboratories Japan, Inc.) para una prueba de eficacia
de farmacos.

Se suspendid una linea celular de cancer de colon de ratén C26 subcultivada en una incubadora de CO»
en un medio liquido (Dulbecco's Modified Eagle's Medium-high glycose, Sigma-Aldrich Co. LLC), y se
inyecté subcutaneamente en la espalda de ratones desnudos de manera que el nimero de células por
raton fuera 1 x 10%/100 pL. Por lo tanto, los ratones desnudos se criaron durante aproximadamente 1
semana, y se inicid la administracion de un farmaco cuando el valor promedio del volumen del tumor
habia crecido a aproximadamente 30 mm3. Se administré un SCNP encapsulante de DACHPt (SCNP
encapsulante de DACHPt preparado utilizando el copolimero del Ejemplo 70) en la vena de la cola (3
veces cada dos dias) y se evaluo el efecto antitumoral en funcion del volumen del tumor (de 4 a 5
ratones por 1 grupo). Como comparacion, se utilizd una solucion de oxaliplatino (Ejemplo comparativo
1) y se administrd de la misma forma. La dosis de cada preparacion fue de 8 mg/kg (3.9 mg/kg en
términos de Pt) como dosis maxima administrable para la solucion de oxaliplatino y de 3 mg/kg en
términos de Pt para el SCNP encapsulante de DACHPt.

En la Figura 22 se muestra un cambio en el volumen del tumor a lo largo del tiempo. Para el SCNP
encapsulante de DACHPt, T/C fue de 0.4 después de 14 dias desde la administracion [T/C: relacion del
volumen del tumor del grupo de administracion del farmaco (T) con el del grupo de control (C)]. En el
caso de la solucién de oxaliplatino (Ejemplo Comparativo 1), la T/C fue de 1.1 después de 14 dias desde
la administracion. Ademas, después de 14 dias desde la administracion, se confirmé que el SCNP que
encapsula DACHPt suprimi6 significativamente el crecimiento de un tumor en comparacion con el control
(prueba t del Estudiante). Los resultados anteriores indican que el SCNP que encapsula DACHPt tiene

un excelente efecto antitumoral en comparacion con la solucién de oxaliplatino.
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EJEMPLO DE PRUEBA 2

Prueba citotoxica

Se ajustaron una linea celular de cancer de mama humano con antigeno EGFR positivo MDA-MB-468
(American Type Culture Collection) y una linea celular de cancer de mama humano con antigeno EGFR
negativo MDA-MB-453 (RIKEN BRC CELL BANK) a una concentracion celular de 2.0 x 10* células/ml y
4.0 x 10* células/ml con el medio RPMI1640, respectivamente, y se afiadieron 100 pL de cada una a
una microplaca de 96 pocillos para cultivo celular y se cultivaron durante la noche. Al dia siguiente, se
anadieron por separado a la microplaca 100 pL de la muestra de evaluacion diluida con el medio RPMI,
y las células se cultivaron durante 4 dias a 37°C bajo un 5 % de CO.. Después del cultivo, se afiadio el
ensayo de viabilidad celular luminiscente CellTiter-Glo™ (Promega Corporation) a la microplaca y se
agitd la mezcla y se dejé reposar a temperatura ambiente durante 10 minutos. A continuacion, se midid
la cantidad de emision de luz con un lector de placas (Molecular Devices, LLC). La viabilidad celular se
calculé mediante la siguiente ecuacion.

Viabilidad Celular (%) = a/b x 100

En la ecuacidn, a representa un valor promedio (n = 3) de las cantidades de emision de luz de los pocillos
de muestra, y b representa un valor promedio (n = 3) de las cantidades de emision de luz de los pocillos
de muestra no anadidos.

Se calculd un valor de ICso, que es una concentracion de agente en la que la viabilidad celular es del
50%, con el software SAS™ 9.4 (SAS Institute Japan Ltd.).

CUADRO 42
Alta expression de EGFR | EGFR negativo
Ejemplo Fraccion ICso(nmol/L)

MDA-MB-468 MDA-MB-453

Ejemplo comparativo 2 - >20 >66

134 1 0.034 0.225

2 0.028 0.081

1 0.147 22.1

135 2 0.112 2.38

132 1 0.042 4.09

133 1 0.047 6.52

136 - 0.017 4.14

1 0.014 6.56

137 2 0.006 1.52

3 0.005 0.48

139 - 0.015 >20

1 0.014 12.4

150 2 0.010 4.06
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3 0.006 3.41
152 1 0.070 7.16
| 159 | — | 0.121 | >20 |

[Ejemplo de Prueba 3] Prueba citotdxica

Se ajustd una linea celular de cancer gastrico humano con antigeno HER2 NCI-N87 (American Type
Culture Collection) o una linea celular de cancer de mama humano con antigeno HER2 negativo MDA-
MB-468 a una concentracion celular de 2.0 x 10* células/ml con el medio RPMI1640, y se afiadieron 100
HI de cada una a la microplaca de 96 pocillos para el cultivo celular y se cultivaron durante la noche. Al
dia siguiente, se afiadieron por separado a la microplaca 100 pl de la muestra de evaluacion diluida con
el medio RPMI, y las células se cultivaron durante 4 dias a 37°C bajo un 5% de CO.. Después del cultivo,
se afadid a la microplaca el ensayo de viabilidad celular luminiscente CellTiter-Glo™ (Promega
Corporation) y la mezcla se agitd y se dejé reposar a temperatura ambiente durante 10 minutos. Luego
se midio la cantidad de emision de luz con un lector de placas (Molecular Devices, LLC.). Se calcularon

la viabilidad celular y el valor ICso.

CUADRO 43
Alta expresion de HER2 | HER2 negativo
Ejemplo Fraccion ICso(nmol/L)
NCI-N87 MDA-MB-468
Ejemplo )
Comparativo 3 >20 >20
144 3 0.10 3.8
145 - 4.60 -
146 - 0.38 2.3
147 - 2.30 >20

EJEMPLO DE PRUEBA 4

Prueba citotdéxica

Las células Raiji derivadas de linfoma de células B humanas positivas al antigeno CD20 o las células
MOLT-4 derivadas de leucemia linfoblastica T humana negativas al antigeno CD20 se ajustaron a una
concentracion celular de 5.0 x 10* células/ml con el medio RPMI1640, y se afadieron 50 yL de cada una
a la microplaca de 96 pocillos para el cultivo celular, y luego se cultivaron durante la noche. Al dia
siguiente, se afiadieron por separado a la microplaca 50 pL de la muestra de evaluacién diluida con el
medio RPMI, y las células se cultivaron durante 4 dias a 37°C bajo un 5% de CO2. Después del cultivo,
se anadid a la microplaca el ensayo de viabilidad celular luminiscente CellTiter-Glo™ (Promega
Corporation), y la mezcla se agitd y se dejo reposar a temperatura ambiente durante 10 minutos. Luego

se midi6 la cantidad de emision de luz con un lector de placas (Molecular Devices, LLC.). Se calcularon
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la viabilidad celular y el valor ICso.

CUADRO 44
Alta expression de CD20 | CD20 negativo
Ejemplo Fraccion ICso(nmol/L)
Raiji MOLT-4
Ejemplo - >69 >69
comparativo 4

1 1.0 13
148 2 0.50 6.9
1 0.60 20
149 2 0.41 9.9

EJEMPLO DE PRUEBA 5

Prueba para confirmar efectos antitumorales

Se suspendié una linea celular de cancer de colon humano HT-29 con EGFR positivo en PBS y se ajustd
a una concentracion de 2.5 x 107 células/ml. Después, se trasplantaron 5 x 10° células (0.2 ml) por via
subcutanea a las porciones ventrales derechas de ratones desnudos (hembras, 6 semanas de edad)
después de ponerlos en cuarentena, y los ratones se dividieron aleatoriamente en grupos (12 ratones
por grupo) 8 dias después del trasplante celular subcutaneo. El complejo farmacoldgico micelar unido a
cetuximab (Ejemplo 138, DAR = 38) se administrd a través de las venas de la cola de los ratones en
dosis de 1.8 y 5.5 mg/kg (dosis para la fraccién de anticuerpo: 1.0 y 3.0 mg de anticuerpo/kg, y la dosis
para la fraccion DM1: 0.18 y 0.55 mg de DM1/kg) o la micela unida a DM1 (Ejemplo 120, anticuerpo no
unido) se administrd a través de las venas de la cola de los ratones en una dosis de 2.5 mg/kg (cantidad
de la fraccién DM1: 0.55 mg de DM1/kg), respectivamente. Se establecié un grupo de administracion de
solucion salina fisioldgica como grupo de control. Los resultados se muestran en la Figura 23. La muestra
de evaluacion mostro efectos antitumorales en funcion de las dosis. Ademas, no se confirmd ninguna

pérdida de peso de los ratones por la administracion.
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EJEMPLO DE PRUEBA 6

Prueba para confirmar los efectos antitumorales

Se suspendid una linea celular de cancer gastrico humano HER2-positiva NCI-N87 en PBS para preparar
una concentracion de 5 x 107 células/ml, y se trasplantaron 1 x 107 células (0.2 ml) por via subcutanea
a las porciones ventrales derechas de ratones desnudos (hembras, 6 semanas de edad; Charles River
Laboratories Japan, Inc.).

7 dias después del trasplante subcutaneo de células, los ratones se dividieron aleatoriamente en grupos
(12 ratones por grupo). El complejo farmacoldgico micelar unido a trastuzumab (Ejemplo 151, DAR =
40) se administro a través de las venas de la cola de los ratones en dosis de 1.9 y 5.7 mg/kg (dosis para
la fraccion de anticuerpo: 1.0 y 3.0 mg de anticuerpo/kg, y la dosis para la fraccion DM1: 0.20 y 0.60
mg de DM1/kg) o la micela unida a DM1 (Ejemplo 120, anticuerpo no unido) se administré a través de
las venas de la cola de los ratones en una dosis de 0.70 mg/kg (dosis para la fraccion DM1: 0.20 mg de
DM1/kg), respectivamente. Se establecid un grupo de administracion de solucion salina fisioldgica como
grupo de control. Los resultados se muestran en la Figura 24. La muestra de evaluacién mostro efectos
antitumorales en funcion de las dosis. Ademas, no se confirmd ninguna pérdida de peso de los ratones

por la administracion.

EJEMPLO DE PRUEBA 7

Prueba para confirmar los efectos antitumorales

Se suspendié una linea celular de cancer de mama humano EGFR-positiva MDA-MB-468 en PBS y se
ajustd a una concentracion de 5 x 107 células/mL, y se trasplantaron subcutaneamente 1 x 107 células
(0.2 ml) a porciones ventrales derechas de ratones desnudos (hembras, 6 semanas de edad; Jackson
Laboratory Japan, Inc.).

27 dias después del trasplante subcutaneo de células, los ratones se dividieron aleatoriamente en grupos
(10 ratones por grupo). El complejo de farmaco micelar unido a cetuximab (Ejemplo 160, DAR = 25) se
administro a través de las venas de la cola de los ratones a una dosis de 3.0 mg/kg (dosis para la fraccion
de anticuerpo: 1.6 mg de anticuerpo/kg y la dosis para la fraccion DM1: 0.20 mg de DM1/kg) o el
complejo de farmaco micelar unido a cetuximab (Ejemplo 161, DAR = 41) se administrd a través de las
venas de la cola de los ratones a una dosis de 1.8 mg/kg (dosis para la fraccidén de anticuerpo: 1.0 mg
de anticuerpo/kg y la dosis para la fraccion DM1: 0.20 mg de DM1/kg), respectivamente. Se establecid
un grupo de administracion de solucién salina fisiolégica como grupo de control. Los resultados se
muestran en la Figura 25. La muestra de evaluacién mostré efectos antitumorales. Ademas, no se

confirmd ninguna pérdida de peso de los ratones por la administracion.
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EJEMPLO DE PRUEBA 8

Prueba para confirmar los efectos antitumorales

Se suspendi6 una linea celular de cancer de colon humano EGFR-positiva HCT-116 que tiene la mutacion
KRAS (G13D) en PBS para preparar una concentracion de 5 x 107 células/ml, y se trasplantaron 1 x 107
células (0.2 ml) por via subcutanea a las porciones ventrales derechas de ratones desnudos (hembras,
6 semanas de edad; Jackson Laboratory Japan, Inc.).

7 dias después del trasplante subcutaneo de células, los ratones se dividieron aleatoriamente en grupos
(10 ratones por grupo). El complejo de farmaco micelar unido a cetuximab (Ejemplo 162, DAR = 20) se
administro a través de las venas de la cola de los ratones a una dosis de 5.5 mg/kg (dosis para la fraccion
de anticuerpo: 3.1 mg de anticuerpo/kg y dosis para la fraccion DM1: 0.30 mg de DM1/kg) o el complejo
de farmaco micelar unido a cetuximab (Ejemplo 163, DAR = 43) se administrd a través de las venas de
la cola de los ratones a una dosis de 2.6 mg/kg (dosis para la fraccion de anticuerpo: 1.4 mg de
anticuerpo/kg y dosis para la fraccion DM1: 0.30 mg de DM1/kg), respectivamente. Se establecié un
grupo de administracién de solucion salina fisioldgica como grupo de control. Los resultados se muestran
en la Figura 26. La muestra de evaluacion mostré efectos antitumorales. Ademas, no se confirmd
ninguna pérdida de peso de los ratones por la administracion.

Se midieron los didmetros largos y cortos de los tumores dos veces por semana con un calibrador digital
(nimero de producto: 19975, Shinwa Rules Co., Ltd.), y los volimenes tumorales se calcularon mediante
la siguiente ecuacion.

Volumen del tumor (mm?3) = a x b?/2

En la ecuacion, a representa el diametro largo (mm) y b representa el diametro corto (mm).



