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Description

[0001] Le domaine de la présente invention est celui
des Particules de Vectorisation (PV), utiles pour 'admi-
nistration de principes actifs (PA). Ces derniers sont, de
préférence, des médicaments ou des nutriments pour
'administration a un organisme animal ou humain par
voie orale ou nasale, vaginale, oculaire, sous-cutanée,
intraveineuse, intramusculaire, intradermique, intrapéri-
tonéale, intracérébrale, parentérale, etc... En terme de
nature chimique, les PA plus particulierement mais non
limitativement concernés par I'invention sont hydrophiles
ou amphiphiles, par exemple, des protéines, des glyco-
protéines, des peptides, des polysaccharides, des lipo-
polysaccharides, des polynucléotides et des molécules
organiques.

[0002] La présente invention concerne, plus précisé-
ment, des suspensions colloidales de Particules de Vec-
torisation, avantageusement de type submicronique, a
base de blocs de polyméres hydrophobes et de blocs de
polyaminoacides hydrophiles, du type polyGlu.

[0003] La présente invention vise aussi bien des par-
ticules nues en tant que telles, que les systémes de vec-
torisation de PA, constitués par les particules chargées
par le (ou les) PA.

[0004] La présente invention a également trait a des
solides pulvérulents comprenant ces PV. L’invention
concerne, également, des procédés de préparation des-
dites suspensions colloidales de particules, chargées en
PA.

[0005] L’encapsulation de PA dans les PV a notam-
ment, pour but de modifier leur durée d’action et/ou de
les acheminer au lieu du traitement et/ou d’augmenter la
biodisponibilité desdits PA. De nombreuses techniques
d’encapsulation ont déja été proposées. De telles tech-
niques visent, d’'une part, a permettre le transport du PA
jusqu’a son site d’action thérapeutique, tout en le pro-
tégeant contre les agressions de I'organisme (hydrolyse,
digestion enzymatique, etc.) et, d’autre part, a contréler
la libération du PA sur son site d’action, afin de maintenir
la quantité disponible pour 'organisme au niveau désiré.
Les PA concernés par ces avatars de transport et de
séjour dans I'organisme sont, par exemple, des protéines
mais peuvent étre, également, des produits tout autres,
des molécules organiques d’origine synthétique ou na-
turelle. La revue de M.J. HUMPHREY (Delivery system
for peptide Drugs, éditée par S. DAVIS et L. ILLUM, Ple-
num Press, N.Y. 1986), fait état de la problématique con-
cernant 'amélioration de la biodisponibilité des PA et I'in-
térét des systémes de vectorisation et de libération con-
trolée.

[0006] Parmi tous les matériaux envisageables pour
former des PV, les polyméres sont de plus en plus utili-
sés, du fait de leurs propriétés intrinséques. S’agissant
du cahier des charges que I'on souhaite obtenir pour les
PV, il est particulierement exigeant et comprend, notam-
ment, les spécifications suivantes.
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1 La premiére spécification recherchée serait que
les PV auraient avantage a pouvoir former, sans
I'aide de solvant organique et/ou de tensioactif, une
suspension aqueuse stable

2 Il est souhaitable que les PV et les systemes PV-
PA puissent étre obtenus par un procédé non déna-
turant pour le PA.

3 Une autre spécification recherchée serait que le
polymeére constituant les PV soit biocompatible, éli-
minable (par excrétion) et/ou biodégradable et, en-
core mieux, qu'il soitmétabolisé en produits non toxi-
ques pour I'organisme. En outre, il conviendrait que
la biodégradation dans I'organisme soit d'une durée
suffisamment courte.

4 1l serait également souhaitable que les PV aient
une taille suffisamment faible pour pouvoir subir, en
suspension dans un liquide, une filtration stérilisante
par un filtre dont le diamétre des pores est inférieur
ou égal a 0,2 pm.

5 Les PV devraient, avantageusement, permettre de
contrbler la vitesse de libération du PA.

6 Une autre spécification importante serait que les
systémes PV-PA puissent constituer d’excellents
médicaments injectables. Cette aptitude améliorée
de 'administration par injection -e.g. intraveineuse,
sous-cutanée ou intramusculaire - ou
« injectabilité » se caractérise par :

(i) un volume injecté réduit (pour une dose thé-
rapeutique donnée),
(i) une viscosité faible.

Ces deux propriétés sont satisfaites lorsque la dose
thérapeutique de PA est associée a une quantité
minimale de PV. En d’autres termes, les PV doivent
avoir un fort taux de chargement en PA.

7 Le colt propre aux PV dans une préparation injec-
table doit étre réduit et, la encore, il convient que les
PV aient un fort taux de chargement en PA. En dé-
finitive, la faible taille et un fort taux de chargement
sont des spécifications majeures recherchées pour
les PV.

8 Il est également avantageux que le polymeére,
constitutif des PV, n’induise pas de réponse immu-
nitaire.

9 Pour la famille de PA hydrophiles et amphiphiles,
en particulierles protéines, il conviendrait d’avoir des
PV qui soient adaptés a cette famille de PA en ter-
mes de facilité d’association et de libération et en
termes de caractére non dénaturant.

[0007] Les propositions techniques antérieures, décri-
tes infra, ont tenté de satisfaire 'ensemble de ces spé-
cifications. A titre d'illustration, on citera les propositions
antérieures (a) a (j) :

(a) Le brevet US-A-5 286 495 concerne un procédé
d’encapsulation par vaporisation de protéines en
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phase aqueuse, a l'aide de matériaux ayant des
charges opposées, a savoir : l'alginate (chargé né-
gativement) et la polylysine (chargée positivement).
Ce procédé de fabrication permet de produire des
particules de taille supérieure a 35 pm.

(b) Par ailleurs, les techniques d’émulsion sont cou-
ramment utilisées pour préparer des microparticules
chargéesde PA.Parexemple, les demandes de bre-
vets WO 91/06286, WO 91/06287 et WO 89/08449
divulguent de telles techniques d’émulsion dans les-
quelles on arecours a des solvants organiques pour
solubiliser des polymeres, par exemple de type po-
lylactique. Mais il s’est avéré que les solvants peu-
vent étre dénaturants, notamment pour les PA pep-
tidiques ou polypeptidiques.

(c) On connait, également, des PV biocompatibles
appelées protéinoides, décrites dés 1970 par X.
FOX et K. DOSE dans « Molecular Evolution and the
origin of Life », Ed. Marcel DEKKER Inc (1977). Ain-
si, la demande de brevet WO 88/01213 propose un
systéme a base d’un mélange de polypeptides syn-
thétiques, dont la solubilité dépend du pH. Pour obte-
nir les microparticules matricielles selon cette inven-
tion, ils solubilisent le mélange de polypeptides, puis
avec un changementde pH, ils provoquent la précip-
itation de particules protéinoides. Lorsque la précip-
itation s’effectue en présence d’'un PA, celui-ci est
encapsulé dans la particule.

(d) On mentionnera également, pour mémoire, le
brevet US 4 351 337 qui reléeve d’un domaine diffé-
rent de celui de la vectorisation de PA propre a l'in-
vention. Ce brevet divulgue des implants massiques
fixés et localisés a des endroits bien précis de I'or-
ganisme. Ces implants sont des tubes ou des cap-
sules creuses de taille microscopique (160 um et de
longueur égale a 2 000 wm), constitués de copoly-
meéres de copoly(aminoacides) - e.g. poly(acide glu-
tamique-leucine) ou poly(benzylglutamate-leucine)
- obtenus par copolymérisation de monomeres de
N-carboxyanhydrides d’aminoacides (NCA). L’inclu-
sion d’'un PA s’opére par une technique d’évapora-
tion de solvant d’'un mélange de polymére et de PA.
Le brevet US 4 450 150 appartient a la méme famille
que le brevet US 4 351 337 étudié ci-dessus et a
essentiellement le méme objet. Les PAA constitutifs
sont des poly(acide glutamique-éthylglutamate).

(e) La demande de brevet PCT WO 97/02810 divul-
gue une composition pour la libération contrdlée de
principes actifs, comprenant une pluralité de parti-
cules lamellaires d’un polymére biodégradable, au
moins en partie cristallin (polymére d’acide lactique)
et d’un PA absorbé sur lesdites particules. Dans ce
cas, la libération du principe actif s’opére par désorp-
tion.
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(f) La demande de brevet PCT WO 96/29991 a pour
objet des particules de polyaminoacides utiles pour
la vectorisation de PA dont notamment des PA hy-
drophiles tels que l'insuline. Ces particules ont une
taille comprise entre 10 et 500 nm. Les particules
selon le WO 96/29991 se forment spontanément par
mise en contact de PAA avec une solution aqueuse.
Les PAA comprennent des monomeres aminoaci-
des neutres et hydrophobes AAO et des monomeéres
ionisables et hydrophiles AAI.

Ces particules peuvent étre chargées en insuline,
au mieux a hauteur de 6,5 % en poids sec d’'insuline
par rapport a la masse de PAA. Le taux de charge-
ment, Ta, est mesuré selon un mode opératoire Ma
décrit plus loin.

(g9) La demande de brevet EP 0 583 955 (US-B 5
449 513) divulgue des micelles polymére capables
de piéger physiquement des PA hydrophobes. Ces
micelles sont constituées par des copolymeres bloc :
PEG/polyAANO, AANO = Amino-Acide Neutre hy-
drophObe. L’AANO peut étre : Leu, Val, Phe, Bz-O-
Glu, Bz-O-Asp, ce dernier étant préféré. Les princi-
pes actifs PA hydrophobes piégés dans ces micelles
PEG/polyAANO sonte.g. : Adriamycine, indométha-
cine, daunomycine, methotrexate, mitomycine.

(h) Le brevet US N° 5 514 380 divulgue un copoly-
meére comprenant un bloc de polymére d’acide lac-
tique et un bloc de polyoxyde d’éthyléne (PEG), utile
comme matrice pour la libération de médicaments.
Il n’est pas question de microparticules réalisées a
partir de ce copolymeére.

(i) On connait par ailleurs de nombreuses publica-
tions qui décrivent des particules a base de copoly-
meéres PEG/polymére d’acide lactique (PAL), pour
la libération prolongée de principes actifs, dont
notamment :

- Biomatérials 17 (1996) 1575-1581, Vittaz et al,
- Polym.Adv.Technol. 10, 647-654 (1999), Kinn
etal.

Dans ces particules copoly(PEG)(PAL), le PA est
encapsulé physiquement dans le coeur de PAL par
codissolution dans un solvant organique du PA et
du copoly-(PEG)(PAL). Il en résulte que les PA for-
més par des protéines pourraient difficilement étre
encapsulés dans ces particules copoly(PEG)(PAL)
car les risques de dénaturation du PA sont impor-
tants.

(j) Larticle Biomaterials 19(1998) 1501-1505 / K.E.
GONSALVES et al décrit des microparticules (di-
ameétre = 200 nm) de copolymere poly(L-lactique)
(Asp) et de copolymeére poly(L-lactique)(Ser). Ces
particules copoly(PAL)(PAA) - PAA = PolyAmi-
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noAcide- sont obtenues sous forme d’émulsion par
agitation mécanique d’une solution aqueuse d’Al-
cool Poly Vinylique (APV) stabilisante (tensioactif)
et une solution organique (CH,Cl,) de copoly(PAL)
(PAA). Ces particules sphériques creuses sont sta-
bilisées grace au tensioactif APV, qui forme une
couche externe, la couche interne étant constituée
du copoly(PAL)(PAA). Ces particules nécessitent
pour exister 'usage du tensioactif stabilisant APV. ||
n’est pas question d’'ionisation au moins partielle du
PAA. En outre, les auteurs supputent que ces part-
icules copoly (PAL) (PAA) pourraient étre utilisées
pour la libération controlée de médicaments. Cette
supputation n’est étayée par aucune expérience
technique. Cet article ne divulgue pas de suspension
colloidale stable comprenant ces microparticules, et
encore moins une quelconque aptitude de ces dern-
ieres a s’associer en suspension colloidale a I'état
non dissous, avec au moins un principe actif.

[0008] llressortde ce quiprécede que les propositions
techniques antérieures sus décrites, satisfont incomplé-
tement aux spécifications du cahier des charges indiqué
supra, et en particulier pour ce qui concerne I'association
des particules a des principes actifs (en particulier les
protéines) ainsi que I'aptitude de ces particules chargées
en PA a libérer ces derniers in vivo sans qu'’ils n’aient
été altérés par la vectorisation.

[0009] Dans cet état de fait, un objectif essentiel est
de pouvoir fournir de nouvelles PV qui forment sponta-
nément, et sans l'aide de tensioactifs, des suspensions
aqueuses stables (aux pH physiologiques) de PV et
adaptées a la vectorisation de PA (notamment des PA
sensibles tels que des protéines).

[0010] Un autre objectif essentiel de la présente inven-
tion est de fournir de nouvelles PV en suspension aqueu-
se colloidale stable ou sous forme pulvérulente et a base
de poly(aminoacides) (PAA), ces nouvelles PV se devant
de satisfaire au mieux aux spécifications 1 a 9 du cahier
des charges susvisé.

[0011] Un autre objectif essentiel de I'invention est de
fournir une suspension nouvelle de PV dont on maitrise
parfaitement les caractéristiques, notamment en termes
du taux de chargement en PA et en termes de contrble
de cinétique de libération du PA.

[0012] Un autre objectif essentiel de I'invention est de
fournir des suspensions médicamenteuses injectables.
Les spécifications, requises pour de telles suspensions,
sont un faible volume d’injection et une faible viscosité.
Ilimporte que la masse de particules colloidales par dose
d’injection soit la plus faible possible et ce sans limiter la
quantité du principe actif PA transporté par ces particu-
les, afin de ne pas nuire a l'efficacité thérapeutique.
[0013] Un autre objectif essentiel de I'invention est de
fournir une suspension colloidale aqueuse ou un solide
pulvérulent comprenant des particules de vectorisation
de principes actifs satisfaisant aux spécifications visées
ci-dessus et qui constitue une forme galénique appro-
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priée et convenable pour une administration, par exem-
ple orale, a 'homme ou I'animal.

[0014] Un autre objectif essentiel de I'invention est de
fournir une suspension colloidale comprenant des parti-
cules de vectorisation de principes actifs filtrables sur
des filtres de 0,2 um a des fins de stérilisation.

[0015] Un autre objectif essentiel de I'invention est de
proposer un procédé de préparation de particules (sé-
ches ou en suspension dans un liquide) de blocs PAA
hydrophobe/polymére hydrophile utiles, notamment,
comme vecteurs de principes actifs (notamment protéi-
nes telles que l'insuline, I'lFN, I'lL-2, le facteur VIII, TEPO,
etc), ledit procédé se devant d’étre, plus simple a mettre
en oeuvre, non dénaturant pour les principes actifs et
devant en outre toujours permettre une maitrise fine de
la granulométrie moyenne des particules obtenues.
[0016] Unautre objectif essentiel de l'invention est I'uti-
lisation des susdites particules en suspension aqueuse
ou sous forme solide pour la préparation de médicaments
(e.g. vaccins), en particulier pour administration notam-
ment orale, nasale, vaginale, oculaire, sous-cutanée, in-
traveineuse, intramusculaire, intradermique, intrapérito-
néale, intracérébrale ou parentérale, les principes actifs
hydrophiles de ces médicaments pouvant étre, notam-
ment, des protéines, des glycoprotéines, des peptides,
des polysaccharides, des lipopolysaccharides, des oli-
gonucléotides et des polynucléotides.

[0017] Un autre objectif de la présente invention est
de fournir un médicament, du type systéme a libération
prolongée de principes actifs, qui soit aisé et économique
a produire et qui soit, en outre, biocompatible et apte a
assurer un trés haut niveau de biodisponibilité du PA.
[0018] Les objectifs relatifs aux produits (parmi
d’autres) sont atteints par la présente invention qui con-
cerne, tout d’abord, une suspension colloidale de parti-
cules submicroniques susceptibles d’étre utilisées, no-
tamment pour la vectorisation de PA, ces particules étant
des arrangements supramoléculaires individualisés, a
base d’'un copolymére amphiphile comprenant :

» au moins un bloc de polyaminoacide(s) (PAA) li-
néaire(s), hydrophile(s) a enchainements o-peptidi-
ques, les aminoacides hydrophiles AAIl constitutifs
de ce bloc PAA étant identiques ou différents entre
eux ;

» et au moins un bloc d’au moins un polymeére hy-
drophobe, formé par un Polymére d’Acide o-Hy-
droxyCarboxylique (PAHC) - de préférence Polymeé-
re d’Acide Lactique (PAL)ou Polymére d’Acide Gly-
colique (PAG)-

caractérisée en ce que :

- elle peut étre obtenue spontanément en 'absence
de tensioactif, par mise en présence de copolymeére
amphiphile avec un liquide non-solvant du copoly-
meére amphiphile

- elle est stable méme en I'absence de tensioactif ;
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- les AAI du copolymere sont au moins partiellement
sous forme ionisée ;

- les particules sont aptes a s’associer en suspension
colloidale a I'état non dissous, avec au moins un PA
et a libérer celui-ci, notamment in vivo, de maniére
prolongée et/ou retardée.

[0019] L’'undesfondements inventifs de ces nouvelles
particules de vectorisation PV, en suspension aqueuse
colloidale stable aux pH physiologiques ou a I'état de
solide pulvérulent, tient a la sélection originale d’un co-
polymere bloc (polymere d’acide(s) a-hydroxycarboxyli-
que(s) hydrophobe) / (polyaminoacide hydrophile) per-
mettant d’obtenir des particules de taille submicronique,
qui forment une suspension colloidale (de préférence
aqueuse) stable a tous pH physiologiques, en I'absence
de tensioactifs qui soient adaptés a tous pH.

[0020] Le fait que ces microparticules (PAHC)(PAA)
aient au moins une partie de leurs AAl sous forme ionisée
en suspension, constitue également une caractéristique
innovante.

[0021] Un autre avantage remarquable de ces parti-
cules submicroniques tient a leur capacité a permettre
I'adsorption a leur surface de PA, en suspension colloi-
dale a I'état non dissous, et donc en I'absence de tout
solvant organique ou tensioactif agressif. Ce type d’as-
sociation est a distinguer des processus d’encapsulation
physique de PA en solution, dans des coeurs de micro-
particules. De telles conditions d’encapsulation sont dé-
naturantes pour certains PA. |l n’en est rien s’agissant
des microparticules selon l'invention.

[0022] En outre, il est particulierement surprenant et
inattendu que les particules a base de copolymeére bloc
amphiphile poly(AAl)/(polylactide etlou glycolide et/ou
caprolactone), puissent s’associer et libérer in vivo des
PA, en particulier des protéines.

[0023] La structure des copolyméres bloc PAHC/Po-
IlyAAl et la nature des acides aminés AAl, sont choisies
de telle fagon que :

les chaines de polyméres se structurent spontané-
ment sous forme de particules (PV) de petite taille;
* les particules forment une suspension colloidale
stable dans l'eau et en milieu physiologique
(pH=6-8) ;

* les PV s’associent a I'état colloidal non dissous
avec des protéines ou autres PA en milieu aqueux,
par un mécanisme spontané et non dénaturant pour
le PA;

* les PV libérent les PA en milieu physiologique et,
plus précisément, in vivo ; la cinétique de libération
est fonction de la nature du copolymére PAHC/Poly
AAI précurseur des PV.

[0024] Ainsi, en jouant sur la structure particuliére du
copolymeére, on peut contréler les phénoménes d’asso-
ciation et de libération du PA sur le plan cinétique et
quantitatif.
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[0025] De préférence, la suspension est caractérisée
en ce qu’elle est obtenue par mise en solution du copo-
lymere amphiphile dans un solvant organique et mise en
présence de cette solution avec un liquide aqueux.
[0026] Pour définir un peu plus les copolymeres cons-
titutifs des particules, on peut indiquer qu’ils sont du type
séquentiel alterné (blocs).

[0027] Ainsi, selon une forme préférée de réalisation
des PV selon l'invention :

- les AAl sont des acides aminés hydrophiles AAl ;

- lerapport AHC/AAI est supérieur a 0,1 ;

- lalongueur absolue du bloc PAHC est supérieure a
2 monomeres, de préférence supérieure a 10 mo-
nomeres; et plus préférentiellement comprise entre
20 et 100 monomeres.

[0028] Dans la présente demande, on entend par
AHC, un monomere constitutif du PAHC.

[0029] Avantageusement, le ou les blocs PAA a base
d’AAIl en comprennent au moins 5, de préférence au
moins 20, et plus préférentiellement encore entre 30 et
100.

[0030] De maniére plus préférée encore, les particules
sont des "diblocs" de PAHC/AAI.

[0031] Le(oules)AAlest(sont) choisi(s) parmides ami-
noacides a chaine latérale ionisable, les aminoacides
naturels Glu et Asp sous forme carboxylique et/ou sous
forme de sels étant particulierement préférés.

[0032] LesPAAblocs constitutifs de particules ont, par
exemple, des degrés de polymérisation DP compris entre
30 et 600, de préférence entre 50 et 200 et, plus préfé-
rentiellement encore, entre 60 et 150.

[0033] La présente invention vise non seulement des
suspensions de particules nues, telles que définies ci-
dessus, mais également des particules comprenant au
moins un principe actif PA. De préférence, la suspension
selon l'invention est aqueuse et stable. Ces particules,
chargées ou non en PA, sont, avantageusement, sous
forme dispersée dans un liquide (suspension), de préfé-
rence aqueux, mais peuvent également étre a I'état de
solide pulvérulent, obtenu a partir de la suspension de
PV telle que définie ci-dessus.

[0034] D’ou il s’ensuit que l'invention concerne, outre
une suspension colloidale (de préférence aqueuse) de
PV, un solide pulvérulent comprenant des PV et obtenu
a partir de la suspension selon I'invention.

[0035] Un autre objet essentiel de I'invention se rap-
porte ala préparation des particules sélectionnées (telles
que décrites ci-avant), aussi bien sous forme de suspen-
sion colloidale que sous forme de solide pulvérulent. Le
procédé de préparation considéré consiste, essentielle-
ment, a synthétiser des copolyméres PAHC/polyAAl pré-
curseur et a les transformer en particules structurées.
[0036] Plus précisément, il s’agit, tout d’abord, d’'un
procédé de préparation du solide pulvérulent susvisé et
formé par des particules submicroniques susceptibles
d’étre utilisées, notamment pour la vectorisation de prin-
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cipe(s) actif(s) (PA), ces particules étant des arrange-
ments supramoléculaires individualisés :

* abase d'un copolymére amphiphile comprenant :

v aumoins un bloc de polyaminoacide(s) (PAA)
linéaire(s), hydrophile(s) a enchainements o-
peptidiques, les aminoacides hydrophiles AAl
constitutifs de ce bloc PAA étant identiques ou
différents entre eux ;

v et au moins un bloc de polymeére(s) hydro-
phobe(s) a base de Polymeére(s) d’Acide(s) o~
HydroxyCarboxylique(s) (PAHC) - de préféren-
ce Polymére(s) d’Acide Lactique(PAL) ou Poly-
meére(s) d’Acide Glycolique (PAG) - ;

e aptes a former une suspension colloidale, méme en
I'absence de tensioactifs ;

e aptes a s’associer en suspension colloidale a I'état
non dissous, avec au moins un PA et a libérer celui-
ci, notamment in vivo, de maniére prolongée et/ou
retardée.

[0037] Ce procédé est caractérisé en ce que :

- 1)- on met en oeuvre ou on prépare par polymérisa-
tion de monomeéres d’acide(s) a-hydroxycarboxyli-
que(s)-de préférence acide lactique ou glycolique-
au moins un bloc PAHC (de préférence de PAL ou
PAG); ce bloc PAHC étant fonctionnalisé (avanta-
geusement a au moins l'une de ses extrémités) par
au moins un groupement réactif protecteur, de pré-
férence choisi dans le groupe comprenant la BOC-
éthanolamine, BOC-aminopropanol, (BOC =
ButOxyCarbonyle) ;

- 2)-on déprotége le bloc PAHC de I'étape -1)-;

- 3)- on réalise une copolymérisation de monomeres
formés par des anhydrides de N-CarboxyAminoaci-
des (NCA) d’amino-acides hydrophiles AAl et/ou par
des anhydrides de N-CarboxyAminoacides (NCA)
précurseurs d’amino-acides hydrophiles AAl et por-
teurs de groupements protecteurs, en présence d’au
moins un solvant organique, de préférence choisi
dans le groupe comprenant : la N-MéthyIPyrrolidone
(NMP), le DiMéthylFormamide (DMF), le DiMéthyl-
sulfOxyde (DMSO), le DiMéthylAcétamide (DMACc),
la pyrrolidone et le dichlorométhane ; ce dernier
étant plus particulierement préféré ;

- 4)-on ajoute le bloc PAHC déprotégé de I'étape -2)-
au milieu de polymérisation du bloc de poly-AAl,
avant, pendant ou aprés la polymérisation;

- 5)- éventuellement on déprotége les précurseurs
d’amino-acides hydrophiles AAI pour obtenir un ou
plusieurs blocs polyAAl ;
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- 6)- on précipite le copolymere bloc PAHC-polyAAl
obtenu a lissue des étapes précédentes ;

- 7)- on met en solution le précipité de copolymére
bloc PAHC-polyAAl obtenu a I'étape -6)- et on met
en présence cette solution avec un liquide contenant
au moins un non-solvant du copolymere bloc PAHC-
polyAAl, de préférence I'eau, ce liquide ayant un pH
choisi de telle sorte que les AAI du copolymére bloc
PAHC-polyAAl soient au moins en partie ionisés ;

- 8)- éventuellement on associe au moins un principe
actif PA hydrophile avec les particules ;

- 9)- éventuellement on purifie la suspension de I'éta-
pe -7)-;

- 10)- éventuellement on concentre la suspension de
I'étape -7)- ;

- 11)- on élimine le milieu liquide pour recueillir le so-
lide pulvérulent comprenant les particules.

[0038] Avantageusement, les PAHC de I'étape -1)-
sont obtenus de maniere connue en soi par polymérisa-
tion de lactide, de glycolide, ou de caprolactone, ou bien
encore sont des produits commerciaux disponibles (po-
lylactide, polylactide/glycolide, polycaprolactone e.g.).
[0039] Des procedés d’obtention de ces PAHC sont
décrits par exemple dans les brevets suivants : US 4 835
293, US 5 023 349, FR 2 692 263.

[0040] La déprotection selon I'étape -2)- s’effectue de
maniére connue en soi, par exemple par hydrolyse acide
(e.g. acide trifluoroacétique).

[0041] La troisiéme étape du procédé s’inspire des
techniques connues de polymérisation d’anhydrides de
N-carboxy-o-aminoacides (NCA), décrites, par exemple,
dans l'article « Biopolymers, 15, 1869 (1976) » et dans
I'ouvrage de H.R. KRICHELDORF "o-Aminoacid-N-car-
boxy Anhydride and Related Heterocycles » Springer
Verlag (1987)".

[0042] De préférence, le (ou les) bloc(s) PAHC fonc-
tionnalisé(s) est (sont) introduit(s) avant et/ou au début
de la polymérisation selon I'étape -3)-, qui se déroule de
préférence a une température comprise entre 20 et
120°C a pression atmosphérique normale.

[0043] Avantageusement, cette étape -3)- est réalisée
en présence d’au moins un co-solvant sélectionné parmi
les solvants aprotiques (de préférence le dioxanne-1,4)
et/ou les solvants protiques (de préférence la pyrrolido-
ne) et/ou I'eau et/ou les alcools, le méthanol étant parti-
culierement préféré.

[0044] De maniére plus préférée encore, les NCA-AAI
sont des NCA d’acide glutamique ou aspartique O-alkylé
ou O-arylé, par exemple des NCA-Glu-O-Me, NCA-Glu-
O-Et ou NCA-GIlu-O-Bz (Me = méthyle / Et = éthyle / Bz
= benzyle).

[0045] D’autres paramétres expérimentaux, comme :
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o la concentration en NCA et/ou en polymeére bloc
PAHC dans le solvant organique (de préférence le
dichlorométhane) ;

o et/ou la concentration ou la nature de I'éventuel
cosolvant, lors de la synthése ;

o la température du mélange réactionnel ;

o le mode d’ajout du polymere hydrophile ;

o I'emploi de pression réduite;

o la durée de la réaction, etc... ;

sont ajustés selon les effets désirés et bien connus de
’'homme de l'art.

[0046] Suivant une variante dans laquelle le procédé
est interrompu a l'issue d’'une étape - 5bis)- succédant a
lissue de I'étape -5)-, on précipite - de préférence dans
'eau - le copolymere PAHC-polyAAl obtenu et on re-
cueille ce précipité. Cette variante correspond a un mode
discontinu de préparation de particules, dans lequel on
isole le copolymére PAHC-polyAAl sous forme de préci-
pité formant un produit intermédiaire stable. Ce précipité
peut étre, par exemple, filiré, lavé et séché.

[0047] Pour effectuer I'association de I'étape -8)- d’'un
ou plusieurs PA aux particules, il est possible de mettre
en oeuvre plusieurs méthodes conformément a l'inven-
tion.

[0048] Des exemples, non limitatifs, de ces méthodes
sont énuméreés ci-apres.

[0049] Selon une premiére méthode, on effectue I'as-
sociation de PA aux particules par mise en présence
d’'une phase liquide (aqueuse ou non) contenant le PA
avec la suspension colloidale de particules.

[0050] Selon une deuxieme méthode, on effectue I'as-
sociation du PA aux particules par mise en présence d’un
PA a I'état solide avec la suspension colloidale de par-
ticules. Le PA solide peut étre, par exemple, sous forme
de lyophilisat, de précipité, de poudre ou autre.

[0051] Selon une troisieme méthode, on met en pré-
sence le solide pulvérulent (polylactide/polyAAl), tel que
décrit supra en tant que produit et par ses caractéristi-
ques d’obtention, avec une phase liquide (aqueuse ou
non) contenant le PA.

[0052] Selon une quatrieme méthode, on met en pré-
sence le solide pulvérulent, tel que décrit supra en tant
que produit et par ses caractéristiques d’obtention, avec
le PA sous forme solide. On disperse ensuite ce mélange
de solides dans une phase liquide, de préférence une
solution aqueuse.

[0053] Dans toutes ces méthodes, le PA utilisé peut
étre sous forme pure ou préformulée.

[0054] Conformément a 'étape facultative -9)-, on éli-
mine les impuretés (sels) ainsi que le solvant, par tout
traitement de séparation physique approprié, par exem-
ple par diafiltration (dialyse), filtration, modification du pH,
chromatographie...

[0055] Cela conduit a une suspension (de préférence
aqueuse) de particules structurées qui peut étre concen-
trée [étape -10)-], par exemple par distillation ou tout
autre moyen physique convenable : ultrafiltration, centri-
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fugation.

[0056] Pour séparer, a I'étape -11)-, les particules de
leur milieu liquide de suspension, on élimine, éventuel-
lement, la phase aqueuse, par exemple par séchage
(e.g. a I'étuve), par lyophilisation ou tout autre moyen
physique convenable : ultrafiltration, centrifugation. On
récupere, a l'issue de cette étape -11)-, un solide pulvé-
rulent de couleur blanche.

[0057] Il est a noter que la mise en oeuvre des étapes
-1)-, -2)-, -3)-, -4)-, -5)-, -6)-, -7)-, et éventuellement -8)-
du procédé ci-dessus correspondent a une préparation
d'une suspension colloidale de particules submicroni-
ques et a fort taux de chargement en PA.

[0058] Lors de cette préparation de suspension colloi-
dale, les copolyméres amphiphiles polylactide et/ou po-
lyglycolide et/ou polycaprolactone-poly(AAl) de I'étape
-6)- sont placés dans un milieu aqueux dans lequel au
moins une partie des PAHC est soluble et au moins une
partie des AANO est insoluble. Les copolyméres PAHC/
polyAAl existent sous forme de nanoparticules dans ce
milieu aqueux.

[0059] Une alternative pour préparer la suspension de
PV selon linvention consiste a mettre en présence le
solide pulvérulent, tel que décrit ci-dessus en tant que
produit et par son procédé d’obtention, avec un milieu
aqueux, non-solvant du copolymere amphiphile.

[0060] Compte tenu de la taille nanométrique des par-
ticules, la suspension peut étre filtrée sur des filires de
stérilisation, ce qui permet d’obtenir, aisément et a moin-
dre codt, des liquides médicamenteux injectables steéri-
les. Le fait de pouvoir, grace a l'invention, faire subir a la
suspension de particules une filtration stérilisante est un
atout important.

[0061] La présente invention vise, également, de nou-
veaux produits intermédiaires du procédé décrit ci-des-
sus, caractérisés en ce qu’ils sont constitués par des
copolyméres PAHC-polyAAl précurseurs de particules.
[0062] Selon un autre de ses aspects, I'invention con-
cerne une suspension et/ou un solide pulvérulent, tels
que définis ci-dessus et/ou tels qu’obtenus parle procédé
présenté supra, cette suspension et ce solide compre-
nant au moins un principe actif hydrophile, choisi, de pré-
férence, parmi :

e |esvaccins;

e les protéines et/ou les peptides, parmi lesquels les
plus préférentiellement retenus sont : les hémoglo-
bines, les cytochromes, les albumines, les interfé-
rons, les cytokines, les antigénes, les anticorps,
I’érythropoiétine, l'insuline, les hormones de crois-
sance, les facteurs VIl et IX, les interleukines ou
leurs mélanges, les facteurs stimulants de
’hématopoiese ;

e les polysaccharides, I'héparine étant plus particulié-
rement sélectionnée ;

* les acides nucléiques et, préférablement, les oligo-
nucléotides d’ARN et/ou d’ADN,

e des molécules non peptido-protéiques appartenant
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a diverses classes de chimiothérapie anticancéreu-
ses et, en particulier, les anthracyclines et les
taxoides ;

e etleurs mélanges.

[0063] Enfin, I'invention concerne une spécialité phar-
maceutique, nutritionnelle, phytosanitaire ou cosméti-
que, caractérisée en ce qu’elle comporte une suspension
et/ou du solide pulvérulent chargé(s) en PA hydrophile
et tel(s) que défini(s) ci-dessus.

[0064] Selon un autre de ses objets, I'invention vise,
également, I'utilisation de ces PV (en suspension ou sous
forme solide) chargées en PA, pour la fabrication de mé-
dicaments du type systémes a libération controlée de PA.
[0065] |l peut s’agir, par exemple de ceux administra-
bles, de préférence par voie orale, nasale, vaginale, ocu-
laire, sous-cutanée, intraveineuse, intramusculaire, in-
tradermique, intrapéritonéale, intracérébrale ou parenté-
rale.

[0066] Les applications cosmétiques envisageables
sont, par exemple, les compositions comprenant un PA
associé aux PV selon l'invention et applicables par voie
transdermique.

[0067] Enfin, 'invention concerne une spécialité phar-
maceutique, nutritionnelle, phytosanitaire ou cosméti-
que, caractérisée en ce qu’elle comporte une suspension
et/ou du solide pulvérulent chargé(s) en PA et tel(s) que
défini(s) ci-dessus.

[0068] Selon un autre de ses objets, I'invention vise,
également, I'utilisation de ces PV (en suspension ou sous
forme solide) chargées en PA, pour la fabrication de mé-
dicaments du type systémes a libération controlée de PA.
[0069] Dans le cas de médicaments, il peut s’agir, par
exemple de ceux administrables, de préférence par voie
orale, nasale, vaginale, oculaire, sous-cutanée, intravei-
neuse, intramusculaire, intradermique, intrapéritonéale,
intracérébrale ou parentérale.

[0070] Les applications cosmétiques envisageables
sont, par exemple, les compositions comprenant un PA
associé aux PV selon l'invention et applicables par voie
transdermique.

[0071] Les produits phytosanitaires concernés peu-
vent étre, par exemple, des herbicides, des pesticides,
des insecticides, des fongicides, etc...

[0072] Lesexemples quisuivent permettront de mieux
comprendre l'invention dans ses différents aspects pro-
duit/procédé/application. Ces exemples illustrent la pré-
paration de particules de polylactide/PAAI chargés ou
non en principes actifs, de méme qu’ils présentent les
caractéristiques de structure et les propriétés de ces par-
ticules.

DESCRIPTION DES FIGURES
[0073]

Figure 1:
Isotherme d’adsorption de l'insuline (9, 3mg/ml) sur
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la dispersion de nanoparticules de I'exemple 8.

Figure 2 :

Profils d’insulinémie et de glycémie chez le cochon
sain aprés administration d’'une dose de 0,6 1U/kg
d’insuline adsorbée sur les particules de 'exemple 7.

EXEMPLES :
[0074]

La synthése des copolymeéres blocs se déroule en
quatre grandes étapes :

1. polymérisation du lactide avec un amorceur
bifonctionnel protégé ;

2. déprotection de 'amorceur li¢ au polymére;

3. polymérisation du second monomeére sur la
fonction déprotégée de 'amorceur ;

4. déprotection des groupements protecteurs
sur le second monomere.

Exemple 1 : poly(acide lactique),o-bloc-(acide glu-
tamique)sq

[0075]

1.1 BOC-aminopropyl-poly(acide lactique), : L-
lactide (5 g, 34,70 mmol, Aldrich 16101-127) et to-
luéne distillé (27ml) sont introduits dans un ballon
sec et sous azote. On chauffe une heure a 80°C.
Dans un second ballon on prépare un mélange de
t-butoxycarbonyl-aminopropanol (0,58 g, 3,30
mmol, Fluka 381029/1) et de toluéne fraichement
distillé (23ml), qui est refroidi a -10°C. Apres I'ajout
du diéthylzinc (1,5 ml, 1,65 mmol, 1,1 M dans le to-
luéne Aldrich 72560-099) au BOC-aminopropanol,
on permet a ce milieu réactionnel de revenir a tem-
pérature ambiante, puis on I'ajoute sur le monomére
lactide pour initier la polymérisation. La polymérisa-
tion estterminée par un ajout de 4ml d’acide acétique
en solution dans le toluene (10%). Le milieu réac-
tionnel est alors concentré a I'évaporateur rotatif et
précipité dans un large excés de méthanol. Le poly-
meére est récupéré parfiltration puis séché sous vide.
Rendement : 98 %. Caractérisations : Tg : 30-37°C.
RMN 'H (CDCls) : 8 = 1,4 ppm (s, 9H, CCH3), 1,55
ppm (d, 6H,3J=7,1Hz, CHCHs), 1,85 ppm (q,
2H,3J=6,3Hz, CH,CH,CH,), ~ 3,1 ppm (q,
2H, 3J=6,2Hz, CH,NH), 4,15 ppm (t, 2H, 3J=6,0Hz,
CH,0), 4,35 ppm (q, 1H, 3J=6,9Hz, CH;CHOH), 4,8
ppm (m, 1H, NH), 5,15 ppm (q, 2H, 3J=7,1Hz,
CHCH,;). RMN 3C (CDCl3): 8 = 17 ppm (2C,
CHCHj3), 20,7 ppm (1C, CH3;CHOH), 28,7 ppm (3C,
CHC), 29,5 ppm (CH,CH,CHy), 37,5 ppm
(CH,NH), 63,5 ppm (CH,0), 67 ppm (CH;CHOH),
69,5 ppm (2C, CH), 156 ppm (NHC=0), 170 ppm
(CHC(0)0).



15 EP 1 511 471 B9 16

1.2 aminopropyl-poly(acide lactique),,: Du poly-
lactide (4g, 2,65mmol) et le dichlorométhane distillé
(45ml) sont introduits sous courant d’azote dans un
ballon. On introduit I'acide trifluoroacétique (8ml, 0,1
mol, Sigma 19H3648) et on place la solution sous
agitation a température ambiante pendant une demi-
heure, jusqu'a ce que le dégagement de CO, soit
terminé. On évapore les solvants du milieu réaction-
nel a I'évaporateur rotatif. On ajoute 40ml de dichlo-
rométhane et la solution est lavée deux fois par 40ml
de NaHCOj5 en solution aqueuse (5%) puis deux fois
par 40ml d’eau distillée jusqu’a ce que le pH des
eaux de lavage soit neutre. La phase organique est
séchée sur MgSO, puis filtrée. Le solvant est éva-
poré a I'évaporateur rotatif, puis le polymeére est sé-
ché sous vide. Rendement : 95%. Caractérisations :
RMN 'H (CDCls) : & = 1,55 ppm (d, 6H, 3J=7,1Hz,
CH3), 1,85 ppm (g, 2H, 3j=6,3Hz, CH,CH,CH,), 2,8
ppm (q, 2H,3J=6,2Hz, CH,NH,), 4,15 ppm (t,
2H, 3J=6,0Hz, CH,0), 4,35 ppm (q, 1H, 3J=6,9Hz,
CH3CHOH), 5,15 ppm (q, 2H, 3J=7,1Hz, CH).

1.3 poly(benzyl glutamate)sy-propyl-poly(acide
lactique),q: Du N-carboxyanhydride de L-glutamate
de benzyle (8,689, 33,0 mmol) est introduit dans un
ballon. Le polylactide déprotégé (1g, 0,66 mmol) est
solubilisé dans du dichlorométhane fraichement dis-
tillé (40ml) puis introduit par canule. Le milieu réac-
tionnel est placé sous agitation magnétique pendant
trois heures a température ambiante. Le solvant est
évaporé au rotavapor puis le polymeére est séché
sous vide  primaire. Rendement:  85%.
Caractérisations : RMN H (TFA d) : § = 1,55 ppm
(m, 6H, CH3), 1,95 ppm (m, 2H, CH,CH,C=0), 2,35
ppm (m, 2H, CH,CH,C=0), 4,60 ppm (m, 1H,
O=CCHNH), 5,0ppm (m, 2H, CH), 5,25 ppm (m, 2H,
CH,Ph), 7,10 ppm (m, 5H, Ph). RMN 13C (DMSO
d6): 8 = 17 ppm (CHs), 27 ppm (CH,CH,COO), 30
ppm (CH,CH,COO0), 52 ppm (O=CCHNH), 66 ppm
(CH,Ph), 128-136 ppm (Ph), 168-170 ppm (OC=0),
172 ppm (NC=0).

1.4 poly(acide glutamique)so-propyl-poly(acide
lactique),q: Le copolymere (5g, 20mmol d’ester de
benzyle) est introduit dans un ballon et solubilisé
dans l'acide trifluoroacétique (44ml, 0,57mol) a
10°C. Onintroduit I'acide méthane sulfonique (44ml,
0,68mol) et I'anisole (11ml, 0,10mol) sous courant
d’azote et on laisse le milieu réactionnel trois heures
sous agitation. Le polymére est précipité dans un
large exces d’éther éthylique froid, récupéré par fil-
tration, lavé avec de I'éther éthylique et séché sous
vide. Rendement : 99%. Caractérisations : RMN H
(TFAd):6=1,55ppm (m, 6H, CH3), 1,95 ppm (m,
2H, CH,CH,C=0), 2,35 ppm (m, 2H, CH,CH,C=0),
4,60 ppm (m, 1H, O=CCHNH), 5,0ppm (m, 2H, CH).
RMN 13C (DMSO d6) . = 17 ppm (CH3), 27 ppm
(CH,CH,COOH), 30 ppm (CH,CH,COOH), 52 ppm
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(OCCHNH), 69 ppm (CH), 168-170 ppm (O=CO),
172 ppm (O=CNH).

Exemple 2 : poly(acide lactique);,-bloc-(acide glu-
tamique)gq

[0076]

2.1 BOC-aminopropyl-poly(acide lactique)s, :
Le L-lactide (5g, 34,70mmol, Aldrich 16101-127) est
introduit en boite a gants sous atmosphére d’azote
dans un ballon préalablement flammé. Le toluéne,
fraichement distillé (27ml) est introduit par canule
dans le ballon que I'on place sous agitation magné-
tique pendant une heure a 80°C. Le ter-butoxycar-
bonyl aminopropanol (0,40g, 2,30mmol, Fluka
381029/1) et le toluéne fraichement distillé (23ml)
sont introduits dans un ballon préalablement flammé
et placé sous agitation magnétique dans un bain a
-10°C. La solution de diéthylzinc dans le toluéne
(1,0ml, 1,15mmol, 1,1M, Aldrich 72560-099) est in-
troduite goutte-a-goutte dans cette solution. Le mi-
lieu réactionnel est alors laissé sous agitation ma-
gnétique a température ambiante. Au bout d’une
heure on introduit la solution de L-lactide sous cou-
rant d’azote dans le milieu réactionnel que I'on place
alors a 80°C sous agitation pendant une heure. La
polymérisation est terminée par un ajout de 4ml
d’acide acétique en solution dans le toluéne (10%).
Le milieu réactionnel est alors concentré a I'évapo-
rateur rotatif et précipité dans un large excés de mé-
thanol froid. Le polymére précipité est récupéré par
filtration puis séché sous vide primaire. Rendement :
98%. Caractérisations: Tg: 30-37°C. RMN'H
(CDCly) : 6 = 1,4 ppm (s, 9H, CCHg), 1,55 ppm (d,
6H, 3J=7,1Hz, CHCHj3), 1,85 ppm (g, 2H, 3J=6,3Hz,
CH,CH,CH,), 3,1 ppm (q, 2H, 3J=6,2Hz, CH,NH),
4,15 ppm (t, 2H, 3J=6,0Hz, CH,0), 4,35 ppm (q,
1H, 3J=6,9Hz, CH3CHOH), 4,8 ppm (m, 1H, NH),
5,15 ppm (q, 2H,3J=7,1Hz, CHCH;). RMN 13C
(CDClg) : 6 = 17 ppm (2C, CHCHj5), 20,7 ppm (1C,
CH3;CHOH), 28,7 ppm (3C, CH4C), 29,5 ppm
(CH,CH,CH,), 37,5 ppm (CH,NH), 63,5 ppm
(CH,0), 67 ppm (CH;CHOH), 69,5 ppm (2C, CH),
156 ppm (NHC=0), 170 ppm (CHC(O)O).

2.2 aminopropyl-poly(acide lactique);, : Le poly-
lactide (4g, 1,85mmol) et le dichlorométhane frai-
chement distillé (45ml) sont introduits sous courant
d’azote dans un ballon préalablementflammé etrelié
a un bulleur. On introduit I'acide trifluoroacétique
(8ml, 0,1mol, Sigma 19H3648) et on place la solution
sous agitation a température ambiante pendant une
demi-heure, jusqu’a ce que le dégagement de CO,
soit terminé. On évapore les solvants du milieu réac-
tionnel a I'évaporateur rotatif. On solubilise le poly-
lactide dans 40ml de dichlorométhane. Cette phase
organique est lavée deux fois par 40ml de NaHCO4
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en solution aqueuse (5%) puis deux fois par 40ml
d’eau distillée jusqu’a ce que le pH des eaux de la-
vage soit neutre. La phase organique est alors sé-
chée sur MgSQ, puis filtrée. Le solvant est évaporé
a I'évaporateur rotatif, puis le polymére est séché
sous vide  primaire. Rendement:  95%.
Caractérisations : RMN 'H (CDCls) : & = 1,55 ppm
(d, 6H, 3J=7;1Hz, CH3), 1,85 ppm (q, 2H, 3J=6,3Hz,
CH,CH,CH,), 2,8 ppm (g, 2H, 3J=6,2Hz, CH,NH,),
4,15 ppm (t, 2H, 3J=6,0Hz, CH,0), 4,35 ppm (q,
1H, 3J=6,9Hz, CH,CHOH), 5,15 ppm (q,
2H, 3J=7,1Hz, CH).

2.3 poly(benzyl glutamate)g,-propyl-poly(acide
lactique), : Du N-carboxyanhydride de L-glutama-
te de benzyle (9,74g, 37,0mmol) fourni par Flamel
Technologies est pesé et introduit en boite a gants
sous atmospheére d’azote dans un ballon préalable-
ment flammé. Le polylactide déprotégé (1g,
0,46mmol) est solubilisé dans du dichlorométhane
fraichement distillé (45ml) puis introduit par canule.
Le milieu réactionnel est placé sous agitation ma-
gnétique pendant trois heures a température am-
biante. Le solvant est évaporé au rotavapor puis le
polymeére est séché sous vide primaire. Rendement :
85%. Caractérisations : RMN H (TFAd): §=1,55
ppm (m, 6H, CHs3), 1,95 ppm (m, 2H, CH,CH,C=0),
2,35 ppm (m, 2H, CH,CH,C=0), 4,60 ppm (m, 1H,
O=CCHNH), 5,0ppm (m, 2H, CH), 5,25 ppm (m, 2H,
CH,Ph), 7,10 ppm (m, 5H, Ph). RMN '3C (DMSO
d6): 8 = 17 ppm (CHs), 27 ppm (CH,CH,COO), 30
ppm (CH,CH,COO0), 52 ppm (O=CCHNH), 66 ppm
(CH,Ph), 128-136 ppm (Ph), 168-170 ppm (OC=0),
172 ppm (NC=0).

2.4 poly(acide glutamique)g,-propyl-poly(acide
lactique);q : Le copolymére (5g, 20,3mmol d’ester
de benzyle) est introduit sous courant d’azote dans
un ballon préalablement flammé. Il est solubilisé
dans I'acide trifluoroacétique (44ml, 0,57mol). La so-
lution est alors placée sous agitation a 10°C. On in-
troduit I'acide méthane sulfonique (44ml, 0,68mol)
et I'anisole (11 ml, 0,10mol) sous courant d'azote.
On laisse le milieu réactionnel trois heures sous agi-
tationa 10°C, puis onle précipite dans unlarge exces
d’éther éthylique froid. Le polymére précipité est ré-
cupéré par filtration, lavé avec de I'éther éthylique
et séché sous vide primaire. Rendement: 99%.
Caractérisations :-RMN 1H (TFA d) : § = 1,55 ppm
(m, 6H, CHj), 1,95 ppm (m, 2H, CH,CH,C=0), 2,35
ppm (m, 2H, CH,CH,C=0), 4,60 ppm (m, 1H,
0O=CCHNH), 5,0ppm (m, 2H, CH). RMN 13C (DMSO
d6) : & = 17 ppm (CH3), 27 ppm (CH,CH,COOH),
30 ppm (CH,CH,COOH), 52 ppm (OCCHNH), 69
ppm (CH), 168-170 ppm (O=CO), 172 ppm
(O=CNH).
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Exemple 3 : poly(acide lactique)so-bloc-(acide glu-
tamique)s,

[0077]

3.1 BOC-aminopropyl-poly(acide lactique)s, : Le
L-lactide (5g, 34,70mmol, Aldrich 16101-127) est pe-
sé et introduit en boite a gants sous atmosphére
d’azote dans un ballon préalablement flammé. Le
toluéne, fraichement distillé (27ml) est introduit par
canule dans le ballon que I'on place sous agitation
magnétique pendant une heure a 80°C. Le ter-bu-
toxycarbonyl aminopropanol (0,24g, 1,38mmol, Flu-
ka 381029/1) et le toluéne fraichement distillé (23ml)
sontintroduits dans un ballon préalablement flammé
et placé sous agitation magnétique dans un bain a
-10°C. La solution de diéthylzinc dans le toluene
(0,63ml, 0,69mmol, 1,1M, Aldrich 72560-099) est in-
troduite goutte-a-goutte dans cette solution. Le mi-
lieu réactionnel est alors laissé sous agitation ma-
gnétique a température ambiante. Au bout d’une
heure on introduit la solution de L-lactide sous cou-
rant d’azote dans le milieu réactionnel que I'on place
alors a 80°C sous agitation pendant une heure. La
polymérisation est terminée par un ajout de 4ml
d’acide acétique en solution dans le toluene (10%).
Le milieu réactionnel est alors concentré a I'évapo-
rateur rotatif et précipité dans un large excés de mé-
thanol froid. Le polymére précipité est récupéré par
filtration puis séché sous vide primaire. Rendement :
98%. Caractérisations : Tg: 30-37°C. RMN H
(CDClg) : 6 = 1,4 ppm (s, 9H, CCH3), 1,55 ppm (d,
6H, 3J=7,1Hz, CHCH3), 1,85 ppm (q, 2H, 3J=6,3Hz,
CH,CH,CH,), 3,1 ppm (g, 2H, 3J=6,2Hz, CH,NH),
4,15 ppm (t, 2H, 3J=6,0Hz, CH,0), 4,35 ppm (q,
1H, 3J=6,9Hz, CH;CHOH), 4,8 ppm (m, 1H, NH),
5,15 ppm (q, 2H,3J=7,1Hz, CHCH;). RMN 13C
(CDClg) : 6 = 17 ppm (2C, CHCHj5), 20,7 ppm (1C,
CH;CHOH), 28,7 ppm (3C, CH4C), 29,5 ppm
(CH,CH,CH,), 37,5 ppm (CH,NH), 63,5 ppm
(CH,0), 67 ppm (CH;CHOH), 69,5 ppm (2C, CH),
156 ppm (NHC=0), 170 ppm (CHC(O)O).

3.2 aminopropyl-poly(acide-lactique)s, : Le poly-
lactide (4g, 1,11mmol) et le dichlorométhane frai-
chement distillé (45ml) sont introduits sous courant
d’azote dans un ballon préalablement flammé etrelié
a un bulleur. On introduit I'acide trifluoroacétique
(8ml, 0,1mol, Sigma 19H3648) et on place la solution
sous agitation a température ambiante pendant une
demi-heure, jusqu’a ce que le dégagement de CO,
soit terminé. On évapore les solvants du milieu réac-
tionnel a I'évaporateur rotatif. On solubilise le poly-
lactide dans 40ml de dichlorométhane. Cette phase
organique est lavée deux fois par 40ml de NaHCO4
en solution aqueuse (5%) puis deux fois par 40ml
d’eau distillée jusqu’a ce que le pH des eaux de la-
vage soit neutre. La phase organique est alors sé-
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chée sur MgSQ, puis filtrée. Le solvant est évaporé
a I'évaporateur rotatif, puis le polymére est séché
sous vide primaire. Rendement: 95%.
Caractérisations : RMN "H (CDCl5) : § = 1,55 ppm

4.1 BOC-aminopropyl-poly(acide lactique)g,: L-
lactide (5,29, 36,09mmol, Aldrich 16101-127) et to-
luéne distillé (27ml) sont introduits dans un ballon
sec et sous azote. On chauffe une heure a 80°C.

(d, 6H, 3J=7,1Hz, CH3), 1,85 ppm (g, 2H, 3J=6,3Hz, 5 Dans un second ballon on prépare un mélange de
CH,CH,CH,), 2,8 ppm (q, 2H, 3J=6,2Hz, CH5NH,), t-butoxycarbonyl aminopropanol (0,16g, 0,91 mmol,
4,15 ppm (t, 2H, 3J=6,0Hz, CH,0), 4,35 ppm (q, Fluka 381029/1) et de toluéne fraichement distillé
1H,3J=6,9Hz, CH;CHOH), 5,15 ppm (q, (23ml), qui est refroidi a -10°C. Apreés I'ajout du dié-
2H, 3J=7,1Hz, CH). thylzinc (0,4ml, 0,44mmol, 1,1M dans le toluéne, Al-
10 drich 72560-099) au BOC-aminopropano, on permet
3.3 poly(benzyl glutamate)sy-propyl-poly(acide a ce milieu réactionnel de revenir a température am-
lactique)s, : Du N-carboxyanhydride de L-glutama- biante, puis on I'ajoute sur le monomeére lactide pour
te de benzyle (3,659, 13,8mmol) est pesé et introduit initier la polymérisation. La polymérisation est termi-
en boite a gants sous atmosphére d’azote dans un née par un ajout de 0,5ml d’acide acétique en solu-
ballon préalablement flammé. Le polylactide dépro- 75 tion dans le toluéne (10%). Le milieu réactionnel est
tégé (1g, 0,27mmol) est solubilisé dans du dichloro- alors concentré a I'évaporateur rotatif et précipité
méthane fraichement distillé (17ml) puis introduit par dans un large exces de méthanol. Le polymeére est
canule. Le milieu réactionnel est placé sous agitation récupéré par filtration puis séché sous vide.
magnétique pendant trois heures a température am- Rendement : 98%. Caractérisations : Tg : 30-37°C.
biante. Le solvant est évaporé au rotavapor puis le 20 RMN 'H (CDCl3) : 8 = 1,4 ppm (s, 9H, CCH3), 1,55
polymeére est séché sous vide primaire. Rendement : ppm (d, 6H,3J=7,1Hz, CHCH;), 1,85 ppm (q,
85%. Caractérisations : RMN H (TFAd): §=1,55 2H,3J=6,3Hz, CH,CH,,CH,, ~ 3,1 ppm (q,
ppm (m, 6H, CH3), 1,95 ppm (m, 2H, CH,CH,C=0), 2H, 3J=6,2Hz, CH,NH), 4,15 ppm (t, 2H, 3J=6,0Hz,
2,35 ppm (m, 2H, CH,CH,C=0), 4,60 ppm (m, 1H, CH,0), 4,35 ppm (q, 1H, 3J=6,9Hz, CH;CHOH), 4,8
O=CCHNH), 5,0ppm (m, 2H, CH), 5,25 ppm (m, 2H, 25 ppm (m, 1H, NH), 5,15 ppm (q, 2H,3J=7,1Hz,
CH,Ph), 7,10 ppm (m, 5H, Ph).RMN '3C (DMSO CHCHs). RMN 13C (CDCl3): & = 17 ppm (2C,
d6): 8 = 17 ppm (CHs), 27 ppm (CH,CH,COO), 30 CHCHs), 20,7 ppm (1C, CH3CHOH), 28,7 ppm (3C,
ppm (CH,CH,COO0), 52 ppm (O=CCHNH), 66 ppm CH5C), 29,5 ppm (CH,CH,CH2), 37,5 ppm
(CH,Ph), 128-136 ppm (Ph), 168-170 ppm (OC=0), (CH,NH), 63,5 ppm (CH,0), 67 ppm (CH3;CHOH),
172 ppm (NC=0). 30 69,5 ppm (2C, CH), 156 ppm (NHC=0), 170 ppm
(CHC(0)0).

3.4 poly(acide glutamique)sy-propyl-poly(acide
lactique)sq: Le copolymére (3g, 10,27mmol d’ester 4.2 aminopropyl-poly(acide lactique)g,: Du poly-
de benzyle) est introduit sous courant d’azote dans lactide (4,59, 2,98mmol) et le dichlorométhane dis-
un ballon préalablement flammé. Il est solubilisé 35 tillé (54ml) sont introduits sous courant d’azote dans
dans l'acide trifluoroacétique (22,5ml, 0,29mol). La un ballon. On introduit I'acide trifluoroacétique (9ml,
solution est alors placée sous agitation a 10°C. On 0,11 mol, Sigma 19H3648) et on place la solution
introduit l'acide méthane sulfonique (22,5ml, sous agitation a température ambiante pendant une
0,35mol) et I'anisole (5,5ml, 0,05mol) sous courant demi-heure, jusqu’a ce que le dégagement de CO,
d’azote. On laisse le milieu réactionnel trois heures 40 soit terminé. On évapore les solvants du milieu réac-
sous agitation a 10°C, puis on le précipite dans un tionnel a I'évaporateur rotatif. On ajoute 50ml de di-
large exces d’éther éthylique froid. Le polymeére pré- chlorométhane et la solution est lavée deux fois par
cipité est réecupéré par filtration, lavé avec de I'éther 50ml de NaHCO3; en solution aqueuse (5%) puis
éthylique et séché sous vide primaire. Rendement : deux fois par 50ml d’eau distillée jusqu’a ce que le
99%. Caractérisations : RMN 'H (TFAd):8=1,55 45 pH des eaux de lavage soit neutre. La phase orga-
ppm (m, 6H, CH3), 1,95 ppm (m, 2H, CH,CH,C=0), nique est séchée sur MgSO, puis filtrée. Le solvant
2,35 ppm (m, 2H, CH,CH,C=0), 4,60 ppm (m, 1H, est évaporé a I'évaporateur rotatif, puis le polymeére
0O=CCHNH), 5,0ppm (m, 2H, CH). RMN 13C (DMSO est séché sous vide. Rendement: 95%.
dé) : & = 17 ppm (CH3), 27 ppm (CH,CH,COOH), Caractérisations : RMN 1H (CDCls) : § = 1,55 ppm
30 ppm (CH,CH,COOH), 52 ppm (OCCHNH), 69 50 (d, 6H, 3J=7,1Hz, CH3), 1,85 ppm (q, 2H, 3J=6,3Hz,
ppm (CH), 168-170 ppm (O=CO), 172 ppm CH,CH,CH,), 2,8 ppm (g, 2H, 3J=6,2Hz, CH,NH,),
(O=CNH). 4,15 ppm (t, 2H, 3J=6,0Hz, CH,0), 4,35 ppm (q,
1H, 3J=6,9Hz, CH;CHOH), 5,15 ppm (q, 2H, 3J=7,1

Exemple 4 : poly(acide lactique)gy-bloc-(acide glu- Hz, CH).
tamique),, 55

4.3 poly(benzyl glutamate),,-propyl-poly(acide
lactique)gq: Le N-carboxyanhydride de L-glutamate
de benzyle (2,709, 10,26mmol) est introduit dans un

[0078]
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ballon. Le polylactide déprotégé (3g, 1,98mmol) est
solubilisé dans du dichlorométhane fraichement dis-
tillé (15ml) puis introduit par canule. Le milieu réac-
tionnel est placé sous agitation magnétique pendant

lieu réactionnel est alors laissé sous agitation ma-
gnétique a température ambiante. Au bout d’une
heure on introduit la solution de L-lactide sous cou-

12

rant d’azote dans le milieu réactionnel que I'on place
alors a 80°C sous agitation pendant une heure. La
polymérisation est terminée par un ajout de 5ml
d’acide acétique en solution dans le toluéne (10%).

trois heures a température ambiante. Le solvantest 5 Le milieu réactionnel est alors concentré a I'évapo-
évaporé au rotavapor puis le polymére est séché rateur rotatif et précipité dans un large excés de mé-
sous vide  primaire. Rendement:  85%. thanol froid. Le polymére précipité est récupéré par
Caractérisations : RMN H (TFA d) : § = 1,55 ppm filtration puis séché sous vide primaire. Rendement :
(m, 6H, CHs), 1,95 ppm (m, 2H, CH,CH,C=0), 2,35 98%. Caractérisations : Tg: 30-37°C. RMN 'H
ppm (m, 2H, CH,CH,C=0), 4,60 ppm (m, 1H, 10 (CDClg) : 6 = 1,4 ppm (s, 9H, CCH3), 1,55 ppm (d,
O=CCHNH), 5,0ppm (m, 2H, CH), 5,25 ppm (m, 2H, 6H, 3J=7,1Hz, CHCHj3), 1,85 ppm (g, 2H, 3J=6,3Hz,
CH,Ph), 7,10 ppm (m, 5H, Ph). RMN '3C (DMSO CH,CH,CH,), 3,1 ppm (q, 2H, 3J=6,2Hz, CH,,NH).
d6): 8 = 17 ppm (CHs), 27 ppm (CH,CH,COO), 30 4,15 ppm (t, 2H, 3J=6,0Hz, CH,0), 4,35 ppm (q,
ppm (CH,CH,,COO0), 52 ppm (O=CCHNH), 66 ppm 1H, 3J=6,9Hz, CH3CHOH), 4,8 ppm (m, 1H, NH),
(CH,Ph), 128-136 ppm (Ph), 168-170 ppm (OC=0), 15 5,15 ppm (q, 2H,3J=7,1Hz, CHCH;). RMN 13C
172 ppm (NC=0). (CDCly3) : 6 =17 ppm (2C, CHCH3), 20,7 ppm (1C,
CH,;CHOH), 28,7 ppm (3C, CH3C), 29,5 ppm
4.4 poly(acide glutamique),,-propyl-poly(acide (CH,CH,CH,), 37,5 ppm (CHy,NH), 63,5 ppm
lactique)g : Le copolymeére (5,29, 20,8mmol d’ester (CH,0), 67 ppm (CH3CHOH), 69,5 ppm (2C, CH),
de benzyle) est introduit dans un ballon et solubilisé 20 156 ppm (NHC=0), 170 ppm (CHC(O)O).
dans l'acide trifluoroacétique (22ml, 0,29mol) a
10°C. Onintroduit I'acide méthane sulfonique (22ml, 5.2 aminopropyl-poly(acide lactique);,: Le poly-
0,34mol) et I'anisole (5,6ml, 0,05mol) sous courant lactide (3g, 1,39mmol) et le dichlorométhane frai-
d’azote et on laisse le milieu réactionnel trois heures chement distillé (36ml) sont introduits sous courant
sous agitation a 10°C. Le polymeére est précipité 25 d’azote dans un ballon préalablement flammé etrelié
dans unlarge exces d’éther éthylique froid, récupére a un bulleur. On introduit I'acide trifluoroacétique
par filtration, lavé avec de I'éther éthylique et séché (6ml, 0,08mol, Sigma 19H3648) et on place la solu-
sous vide. Rendement: 99%. Caractérisations : tion sous agitation a température ambiante pendant
RMN "H (TFA d) : & = 1,55 ppm (m, 6H, CH3), 1,95 une demi-heure, jusqu’a ce que le dégagement de
ppm (m, 2H, CH,CH,C=0), 2,35 ppm (m, 2H, 30 CO, soit terminé. On évapore les solvants du milieu
CH,CH,C=0), 4,60 ppm (m, 1H, O=CCHNH), réactionnel a I'évaporateur rotatif. On solubilise le
5,0ppm (m, 2H, CH). RMN 13C (DMSO d6) : 6 = 17 polylactide dans 40ml de dichlorométhane. Cette
ppm (CH3), 27 ppm (CH,CH,COOH), 30 ppm phase organique est lavée deux fois par 40ml de
(CH,CH,COOH), 52 ppm (OCCHNH), 69 ppm (CH), NaHCOj; en solution aqueuse (5%) puis deux fois
168-170 ppm (O=CO), 172 ppm (O=CNH). 35 par 40ml d’eau distillée jusqu’a ce que le pH des
eaux de lavage soit neutre. La phase organique est
Exemple 5 : poly(acide lactique);,-bloc-(acide glu- alors séchée sur MgSO, puis filtrée. Le solvant est
tamique)4qq évaporé a I'évaporateur rotatif, puis le polymere est
séché sous vide primaire. Rendement: 97%.
[0079] 40 Caractérisations : RMN 'H (CDCls) : § = 1,55 ppm
(d, 6H, 3J=7,1Hz, CH3), 1,85 ppm (q, 2H, 3J=6,3Hz,
5.1 BOC-aminopropyl-poly(acide lactique)s, Le L- CH,CH,CH,), 2,8 ppm (q, 2H, 3J=6,2Hz, CHyNH,),
lactide (6g, 41,64mmol, Aldrich 16101-127) est in- 4,15 ppm (t, 2H, 3J=6,0Hz, CH,0), 4,35 ppm (q,
troduit en boite a gants sous atmosphére d’azote 1H, 3J=6,9Hz, CH3CHOH), 5,15 ppm (q, 2H, 3J=7,1
dans un ballon préalablement flammé. Le toluéne, 45 Hz, CH).
fraichement distillé (27ml) est introduit par canule
dans le ballon que I'on place sous agitation magné- 5.3 poly(benzyl glutamate),oo-propyl-poly(acide
tique pendant une heure a 80°C. Le ter-butoxycar- lactique),q : Le N-carboxyanhydride de L-glutama-
bonyl aminopropanol (0,73g, 4,20mmol, Fluka te de benzyle (33g, 125,4mol) fourni par Flamel
381029/1) et le toluéne fraichement distillé (23ml) 50 Technologies est pesé et introduit en boite a gants
sontintroduits dans un ballon préalablement flammé sous atmosphére d’azote dans un ballon préalable-
et placé sous agitation magnétique dans un bain a ment flammé. Le polylactide déprotégé (2,9g,
-10°C. La solution de diéthylzinc dans le toluéne 1,33mmol) est solubilisé dans du dichlorométhane
(1,9ml, 2,179mmol, 1,1M, Aldrich 72560-099) est in- fraichement distillé (165ml) puis introduit par canule.
troduite goutte-a-goutte dans cette solution. Le mi- 55 Le milieu réactionnel est placé sous agitation ma-

gnétique pendant trois heures a température am-
biante. Le solvant est évaporé au rotavapor puis le
polymeére est séché sous vide primaire. Rendement :
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93%. Caractérisations: RMN H (TFA d): 8 = 1,55
ppm (m, 6H, CHs3), 1,95 ppm (m, 2H, CH,CH,C=0),
2,35 ppm (m, 2H, CH,CH,C=0), 4,60 ppm (m, 1H,
O=CCHNH), 5,0ppm (m, 2H, CH), 5,25 ppm (m, 2H,
CH,Ph), 7,10 ppm (m, 5H, Ph). RMN '3C (DMSO
d6) : 8 = 17 ppm (CHg), 27 ppm (CH,CH,COO0), 30
ppm (CH,CH,COO), 52 ppm (O=CCHNH), 66 ppm
(CH,Ph), 128-136 ppm (Ph), 168-170 ppm (OC=0),
172 ppm (NC=0).

5.4 poly(acide glutamique)4qo-propyl-poly(acide
lactique);q: Le copolymére (11g, 44,66mmol d’es-
ter de benzyle) est introduit sous courant d’azote
dans un ballon préalablement flammé. 1l est solubi-
lisé dans I'acide trifluoroacétique (100mil, 1,30mol).
La solution est alors placée sous agitation a 10°C.
On introduit 'acide méthane sulfonique (100ml,
1,55mol) et I'anisole (25ml, 0,23mol) sous courant
d’azote. On laisse le milieu réactionnel trois heures
sous agitation a 10°C, puis on le précipite dans un
large exces d’éther éthylique froid. Le polymeére preé-
cipité est récupéré par filtration, lavé avec de I'éther
éthylique et séché sous vidé primaire. Rendement :
99%. Caractérisations : RMN 'H (TFA d) : § = 1,55
ppm (m, 6H, CH3), 1,95 ppm (m, 2H, CH,CH,C=0),
2,35 ppm (m, 2H, CH,CH,C=0), 4,60 ppm (m, 1H,
O=CCHNH), 5,0ppm (m, 2H, CH). RMN 13C (DMSO
d6) . 6 = 17 ppm (CH3), 27 ppm (CH,CH,COOH),
30 ppm (CH,CH,COOH), 52 ppm (OCCHNH), 69
ppm (CH), 168-170 ppm (O=CO), 172 ppm
(O=CNH).

Exemple 6 : Formation de nanoparticules a partir du
polymeére de I'’exemple 4

[0080] 0.5 g de poudre du polymére de I'exemple 4
sont dissous dans 20 g d’'un mélange 90/10 p/p THF/
Ethanol. La solution est coulée au goutte a goutte dans
4 volumes d’une solution aqueuse de tampon phosphate
0.1 M. La dispersion obtenue est diffusante

Exemple 7 : Mesure du diamétre hydrodynamique
des nanoparticules de I’exemple 6

[0081] Ladispersion diffusante de 'exemple 6 est dia-
filtrée sur une membrane BIOMAX YM 300. Les nano-
particules se trouvent concentrées dans le rétentat. Elles
sont ensuite dialysées a volume constant contre 800 ml
d’'eau faiblement tamponnée (tampon phosphate
2.10-*M sans sel). Le diamétre hydrodynamique des par-
ticules, déterminé par diffusion de lumiére dynamique,
est de 240 nm.

Exemple 8 : Mesure de la quantité maximale d’insu-
line absorbées sur les particules de polymére de

I’exemple 7

[0082] Les nanoparticules de I'exemple 7, concen-
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trées a 10 mg/ml en conditions isotoniques a pH 7,4. sont
mises en contact a 25°C durant 16 heures, avec des
concentrations croissantes d’insuline recombinante hu-
maine en solution. La quantité d’insuline libre c’est a dire
non adsorbée sur les nanoparticules, est déterminée par
chromatographie d’exclusion stérique. A cette fin, la pré-
paration est injectée dans une colonne TSK G4000
PWXL de TOSO HAAS. L’insuline libre est détectée par
un détecteur UV AGILENT Séries 1100 a 214 nm. On
obtient ainsi I'isotherme d’adsorption de la figure 1. La
valeur au plateau de cet isotherme permet de déterminer
la quantité maximale, Am, d’insuline adsorbée par unité
de masse du copolymére sec. On trouve Am = 6% p/p.

Exemple 9 : Formation de nanoparticules a partir du
polymére de 'exemple 5

[0083] Le polymeére de 'exemple 5 est obtenu en so-
lution éthanolique concentrée a 26.7 g/l. Cette solution
estdirectement coulée au goutte a goutte dans 4 volumes
d’une solution aqueuse de tampon phosphate 0.1 M. La
dispersion obtenue est diffusante.

Exemple 10 : Mesure du diamétre hydrodynamique
des nanoparticules de I’exemple 9

[0084] Ladispersion diffusante de I'exemple 9 est dia-
filtrée sur une membrane BIOMAX YM 300. Les nano-
particules se trouvent concentrées dans le rétentat. Elles
sont ensuite dialysées a volume constant contre 800 ml
d’eau faiblement tamponnée (tampon phosphate 2.10-4
M sans sel). Le diamétre hydrodynamique des particules,
déterminé par diffusion de lumiére dynamique est de 220
nm.

Exemple 11 : Mesure de la Quantité maximale d’in-
suline absorbées sur les particules de I'’exemple 10

[0085] En procédant de maniére identique al'exemple
8, on obtient I'isotherme d’adsorption de I'insuline sur les
nanoparticules du polymeére de 'exemple 5. La valeur au
plateau de cet isotherme permet de déterminer la quan-
tité maximale, Am, d’insuline adsorbée par unité de mas-
se du copolymeére sec. On trouve Am =1 % p/p.

Exemple 12 : Caractérisation des nanoparticules du
polymeére de 'exemple 3

[0086] Les nanoparticules du copolymeére de I'exem-
ple 3 sont préparées et isolées selon le procédé exposé
dans les exemples 6 et 9. Le diamétre hydrodynamique
des nanoparticules, mesuré par diffusion de lumiére dy-
namique, estde 450 nm. La quantité maximale d’insuline
adsorbée sur ces nanoparticules est mesurée comme
exposé dans les exemples 8 et 11. On trouve : Am =
2,5% plp.
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Exemple 13 : Formation de nanoparticules a partir
du polymére de I’exemple 3

[0087] 500 mg polymeére, selon I'exemple 3, sont dis-
sous dans 100ml de DMF en 10 min a 60°C. Cette solu-
tion est versée lentement dans un volume de 200ml
d’éther diisopropylique a -40°C fortement agité. La solu-
tion est laissée a reposer a température ambiante pen-
dant 2 heures puis centrifugée a 1500 tr/min pendant 20
min. Le culot est filtre sur Blichner n°4 et le précipité est
lavé avec de I'éther diisopropylique. Le précipité est sé-
ché sous vide de pompe a palettes.

Exemple 14 : Pharmacocinétique et pharmacodyna-
mie des PV-chargées avec l'insuline chez le chien

sain a jeun.

[0088] La préparation de microparticules PAHC-poly-
AAl de 'exemple 7, associées a de l'insuline (Basulin®)
de I'exemple 8 a été injectée a des chiens, rendus dia-
bétiques par pancréatectomie totale, et a jeun de la veille
au soir. L’administration a 11 heures du matin par voie
sous cutanée thoracique de la préparation a été faite a
la posologie de 0,5 Ul/kg d’'insuline par Kg de poids vif
de I'animal. Le volume administré est compris entre 0,18
et 0,24 ml. Au temps -4, -2, 0, 1, 2, 4, 6, 8, 12, 16, 20,
24, 28, 32, 36, 40, 44 et 48 heures, 1 ml de sang est
prélevé par ponction jugulaire sous vide sur tube hépa-
rinate de sodium. 30 pl de sang total sont utilisés extem-
poranément pour mesure de la glycémie. Le tube est
ensuite centrifugé, décanté et le plasma stocké a -20° C
pour dosage de l'insuline. Les résultats présentés dans
la figure 2 ci-aprés montrent un relargage de l'insuline
jusqu’a 12 heures (trait plein) et un effet hypoglycémiant
important qui se prolonge jusqu’a 20 heures (trait discon-
tinu) aprés I'injection.

[0089] Cet exemple démontre la non-dénaturation de
l'insuline en présence de PV selon l'invention.

[0090] De plus, cet exemple montre que les nanopar-
ticules selon l'invention sont des PV qui peuvent étre
utilisées efficacement pour la libération modifiée de pro-
téines.

Revendications

1. Suspension colloidale de particules submicroniques
susceptibles d’étre utilisées, notamment pourla vec-
torisation de principe(s) actif(s) (PA), ces particules
étant des arrangements supramoléculaires indivi-
dualisés, a base d'un copolymére amphiphile
comprenant :

» au moins un bloc de polyaminoacide(s) (PAA)
linéaire(s), hydrophile(s) a enchainements o-
peptidiques, les aminoacides hydrophiles AAl
constitutifs de ce bloc PAA étant identiques ou
différents entre eux ;
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» et au moins un bloc d’au moins un polymere
hydrophobe, formé par un Polymére d’Acide o-
HydroxyCarboxylique (PAHC) - de préférence
Polymére d’Acide Lactique (PAL)ou Polymeére
d’Acide Glycolique (PAG)-

caractérisée en ce que :

- elle peut étre obtenue spontanément en I'ab-
sence de tensioactif, par mise en présence de
copolymére amphiphile avec un liquide non-sol-
vant du copolymeére amphiphile;

- elle est stable méme en l'absence de
tensioactif ;

- les AAI du copolymeére sont au moins partiel-
lement sous forme ionisée ;

- les particules sont aptes a s’associer en sus-
pension colloidale a I'état non dissous, avec au
moins un PA et a libérer celui-ci, notamment in
vivo, de maniére prolongée et/ou retardée.

Suspension selon la revendication 1, caractérisée
en ce qu’elle est obtenue par mise en solution du
copolymére amphiphile dans un solvant organique
et mise en présence de cette solution avec un liquide
aqueux.

Suspension selon la revendication 1 ou 2, caracté-
risée en ce que :

- les AAI sont des acides aminés hydrophiles
AAI

- le rapport AHC/AAI est supérieur a 0,1

- la longueur absolue du bloc PAHC est supé-
rieure a 2 monomeres, de préférence supérieu-
re a 10 monomeéres, et plus préférentiellement
comprise entre 20 et 60 monomeéres.

Suspension selon 'une quelconque des revendica-
tions 1 a 3, caractérisée en ce que le ou les blocs
PAA a base d’AAl en comprennent au moins 5, de
préférence au moins 20, et plus préférentiellement
encore entre 30 et 100.

Suspension selon 'une quelconque des revendica-
tions 1 a 4, caractérisée en ce que les particules
sont des « diblocs » PAHC/AAL.

Suspension selon 'une quelconque des revendica-
tions 1 a 5, caractérisée en ce que le(ou les)AAl
est(sont) choisi(s) parmi des aminoacides a chaine
latérale ionisable, les aminoacides naturels Glu et
Asp sous forme carboxylique et/ou sous forme de
sels étant particulierement préférés.

Suspension selon 'une quelconque des revendica-
tions 1 a 6, caractérisée en ce qu’elle est aqueuse
et stable.
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Solide pulvérulent, caractérisé en ce qu’il est ob-
tenu a partirde la suspension selon I'une quelconque
des revendications 1 a 7.

Procédé de préparation du solide pulvérulent selon
la revendication 8, caractérisée en ce que :

- 1)- on met en oeuvre ou on prépare par poly-
mérisation de monomeres d’acide(s) o-hy-
droxycarboxylique(s)-de préférence acide lacti-
que ou glycolique- au moins un bloc PAHC (de
préférence de PAL ou PAG); ce bloc PAHC étant
fonctionnalisé (avantageusement a au moins
F'une de ses extrémités) par au moins un grou-
pement réactif protecteur, de préférence choisi
dans le groupe comprenant la BOC-éthanola-
mine, BOC-aminopropanol (BOC =
ButOxyCarbonyle) ;

- 2)- on déprotéege le bloc PAHC de I'étape -1)- ;
- 3)- on réalise une copolymérisation de mono-
meéres formés par des anhydrides de N-Car-
boxyAminoacides (NCA) d’amino-acides hydro-
philes AAI et/ou par des anhydrides de N-Car-
boxyAminoacides (NCA) précurseurs d’amino-
acides hydrophiles AAI et porteurs de groupe-
ments protecteurs, en présence d’au moins un
solvant organique, de préférence choisi dans le
groupe comprenant : la N-MéthylPyrrolidone
(NMP), le DiMéthylFormamide (DMF), le DiMé-
thylsulfOxyde (DMSO), le DiMéthylAcétamide
(DMAC), la pyrrolidone et le dichlorométhane ;
ce dernier étant plus particulierement préférée ;
-4)-on ajoute le bloc PAHC déprotégé del'étape
-2)- au milieu de polymérisation du bloc de poly-
AAl, avant, pendant ou aprés la polymérisation;
- 5)- éventuellement on déprotege les précur-
seurs d’amino-acides hydrophiles AAIl pour ob-
tenir un ou plusieurs blocs polyAAl ;

- 6)- on précipite le copolymére bloc PAHC-po-
lyAAl obtenu a l'issue des étapes précédentes ;
- 7)- on met en solution le précipité de copoly-
mere bloc PAHC-polyAAl obtenu a I'étape -6)-
et on met en présence cette solution avec un
liquide contenant au moins un non-solvant du
copolymere bloc PAHC-polyAAl, de préférence
I'eau, ce liquide ayant un pH choisi de telle sorte
que les AAI du copolymeére bloc PAHC-polyAAl
soient au moins en partie ionisés ;

- 8)- éventuellement on associe au moins un
principe actif PA hydrophile avec les particules ;
- 9)- éventuellement on purifie la suspension de
I'étape -7)- ;

- 10)- éventuellement on concentre la suspen-
sion de I'étape -7)- ;

- 11)- on élimine le milieu liquide pour recueillir
le solide pulvérulent comprenant les particules.

10. Procédé selon la revendication 9, caractérisé en
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11.

12,

13.

14,

15.

16.

17.

18.

ce que, le (ou les )bloc(s) PAHC fonctionnalisé(s)
est (sont) introduit(s) avant et/ou au début de la po-
lymérisation, qui se déroule de préférence a une
température comprise entre 20 et 120°C a pression
atmosphérique normale.

Procédé de préparation d’une suspension caracté-
risé en ce que I'on met en présence d’'un milieu
aqueux non-solvant du copolymére amphiphile, so-
lide pulvérulent selon la revendication 8 et/ou le so-
lide pulvérulent obtenu par le procédé selon la re-
vendication 9 ou 10.

Procédé de préparation d’une suspension , carac-
térisé en ce qu’ilcomprend les étapes 1a7 et éven-
tuellement 8 et/ou 9 et/ou 10 du procédé selon la
revendication 9.

Procédé de préparation d’'une suspension , carac-
térisé en ce que l'on effectue 'association du PA
hydrophile aux particules, par mise en présence
d’une phase liquide contenant ledit PA hydrophile
avec la suspension colloidale de particules, telle que
définie dans I'une quelconque des revendications 1
a’.

Procédé de préparation d’une suspension , carac-
térisé en ce que I'on effectue I'association du PA
hydrophile aux particules par mise en présence dudit
PA a I'état solide avec la suspension colloidale de
particules, telle que définie dans I'une quelconque
des revendications 1 a 7.

Procédé de préparation d’une suspension caracté-
risé en ce que I'on met en présence le solide pul-
vérulent selon la revendication 8 et/ou le solide pul-
vérulent obtenu parle procédé selon larevendication
9, avec une phase liquide contenant le PA hydrophi-
le.

Procédé de préparation d’'une suspension, carac-
térisé en ce que I'on met en présence le solide pul-
vérulent selon la revendication 8 et/ou le solide pul-
vérulent obtenu parle procédé selon larevendication
9, avec le PA hydrophile sous forme solide et en ce
que I'on disperse ce mélange de solides dans une
phase liquide, de préférence une solution aqueuse.

Produits intermédiaires du procédé selon la reven-
dication 9 ou 10, caractérisés en ce qu’ils sont
constitués par des copolyméres PAHC-polyAAl, de
préférence poly(acide lactique)-polyAAl ou poly(aci-
de glycolique) polyAAl.

Suspension selon I'une quelconque des revendica-
tions 1 a 7 et/ou solide pulvérulent selon la revendi-
cation 8 comprenant un moins un principe actif hy-
drophile choisi, de préférence, parmi :



29 EP 1 511 471 B9 30

o les vaccins ;

oles protéines et/oules peptides, parmilesquels
les plus préférentiellement retenus sont : les hé-
moglobines, les cytochromes, les albumines,
les interférons, les antigénes, les anticorps,
I'érythropoiétine, linsuline, les hormones de
croissance, les facteurs VIl et IX, les interleuki-
nes ou leurs mélanges, les facteurs stimulants
de t'hématopoiése ;

o les polysaccharides, I'héparine étant plus par-
ticulierement sélectionnée ;

o les acides nucléiques et, préférablement, les
oligonucléotides d’ARN et/ou d’ADN ;

o des molécules non peptido-protéiques appar-
tenant a diverses classes de chimiothérapie an-
ti-cancéreuses et, en particulier, les anthracycli-
nes et les taxoides ;

o et leurs mélanges.

19. Spécialité pharmaceutique, nutritionnelle, phytosa-

nitaire ou cosmétique, caractérisée en ce qu’elle
comporte une suspension selon l'une quelconque
des revendications 1 a 7 et/ou du solide pulvérulent
selon la revendication 8.

Claims

1.

A colloidal suspension of submicronic particles
which can be used in particular for delivering active
principle(s) (APs), these particles being individual-
ized supramolecular arrangements based on an am-
phiphilic copolymer including:

» at least one block of o-peptide-linked hy-
drophilic linear polyamino acid(s) (PAAs), the
hydrophilic amino acids AAIl constituting this
PAA block being identical to or different from
one another;

» and at least one block of at least one hydro-
phobic polymer, made of a poly(a-hydroxycar-
boxylic acid) (PHCA) - preferably poly(lactic ac-
id) (PLA) or poly(glycolic acid) (PGA) -

characterized in that:

- it can be obtained spontaneously in the ab-
sence of surfactant, by bringing togetherthe am-
phiphilic copolymer and a liquid that is not a sol-
vent for the amphiphilic copolymer;

- it is stable even in the absence of surfactants;
- the AAls of the copolymer are at least partially
in ionized form;

- the particles are capable of associating in sus-
pension in the nondissolved state with at least
one AP and of releasing it, in particular in vivo,
in a sustained and/or delayed manner.
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2

The suspension according to claim 1, characterized
in that it is obtained by dissolving the amphiphilic
copolymer in an organic solvent and bringing togeth-
er this solution and an aqueous liquid.

The suspension according to claim 1 or 2, charac-
terized in that

- the AAls are hydrophilic amino acids AAl;

- the HCA/AAI ratio is greater than 0.1;

- the absolute length of the PHCA block is great-
er than 2 monomers, preferably greater than 10
monomers, and more preferably between 20
and 60 monomers.

The suspension according to any one of claims 1 to
3, characterized in that the PAA blocks based on
AAl include at least 5, preferably at least 20, and
even more preferably between 30 and 100 thereof.

The suspension according to any one of claims 1 to
4, characterized in that the particles are PHCA/AAI
"diblocks".

The suspension according to any one of claims 1 to
5, characterized in that the AAI(s) is (are) chosen
from amino acids with an ionizable side chain, the
natural amino acids Glu and Asp in carboxylic form
and/or in the form of salts being particularly pre-
ferred.

The suspension according to any one of claims 1 to
6, characterized in that it is aqueous and stable.

A pulverulent solid, characterized in that it is ob-
tained from the suspension according to any one of
claims 1to 7.

A method for preparing the pulverulent solid accord-
ing to claim 8, characterized in that:

- 1)- atleast one PHCA (preferably PLA or PGA)
block is used or prepared by polymerization of
monomers of a-hydroxycarboxylic acid(s), pref-
erably lactic acid or glycolic acid; this PHCA
block being functionalized (advantageously at
at least one of its ends) with at least one protec-
tive reactive group, preferably chosen from the
groups comprising BOC-ethanolamine and
BOC-aminopropanol (BOC = ButOxyCarbonyl);
- 2)- the PHCA block of step -1)- is deprotected;
- 3)- a copolymerization of monomers made of
AAI hydrophilic amino acid N-carboxyamino ac-
id anhydrides (NCAs) and/or of AAI hydrophilic
amino acid-precursor N-carboxyamino acid an-
hydrides (NCAs), carrying protective groups, is
carried out in the presence of at least one or-
ganic solvent, preferably chosen from the group
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comprising:  N-methylpyrrolidone  (NMP),
dimethylformamide (DMF), dimethyl sulfoxide
(DMSO), dimethylacetamide (DMAc), pyrro-
lidone and dichloromethane, the latter being
more particularly preferred;

- 4)- the deprotected PHCA block of step -2)- is
added to the polyAAl block polymerization me-
dium, before, during or after the polymerization;
- 5)- optionally, the AAI hydrophilic amino acid
precursors are deprotected so as to obtain one
or more polyAAl blocks;

- 6)- the PHCA-polyAAl block copolymer ob-
tained at the end of the preceding steps is pre-
cipitated;

- 7)- the PHCA-polyAAl block copolymer precip-
itate obtained in step -6)- is dissolved and this
solution is brought together with a liquid contain-
ing at least one non-solvent for the PHCA-
polyAAl block copolymer, preferably water, this
liquid having a pH chosen such that the AAls of
the PHCA-polyAAl block copolymer are at least
partly ionized;

- 8)- optionally, at least one hydrophilic active
principle AP is associated with the particles;

- 9)- optionally, the suspension of step -7)- is
purified;

- 10)- optionally, the suspension of step -7)- is
concentrated;

- 11)- the liquid medium is eliminated so as to
collect the pulverulent solid comprising the par-
ticles.

The method according to claim 9, characterized in
that the functionalized PHCA block(s) is (are) intro-
duced before and/or at the beginning of the polym-
erization, which preferably takes place at a temper-
ature of between 20 and 120°C at normal atmos-
pheric pressure.

A method for preparing a suspension, character-
ized in that an aqueous medium that is not a solvent
for the amphiphilic copolymer is placed together with
the pulverulent solid according to claim 8 and/or the
pulverulent solid obtained by means of the method
according to claim 9 or 10.

A method for preparing a suspension, character-
ized in that it includes steps 1 to 7 and, optionally,
8 and/or 9 and/or 10 of the method according to claim
9.

A method for preparing a suspension, character-
ized in that the association of the hydrophilic AP
with the particles is carried out by bringing together
a liquid phase containing said hydrophilic AP and
the colloidal suspension of particles, as claimed in
any one of claims 1to 7.
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14.

15.

16.

17.

18.

19.

32

A method for preparing a suspension, character-
ized in that the association of the hydrophilic AP
with the particles is carried out by bringing together
said AP in the solid state and the colloidal suspen-
sion of particles, as claimed in any one of claims 1
to7.

A method for preparing a suspension, character-
ized in that the pulverulent solid according to claim
8 and/or the pulverulent solid obtained by means of
the method according to claim 9, and the liquid phase
containing the hydrophilic AP, are brought together.

A method for preparing a suspension, character-
ized in that the pulverulent solid according to claim
8 and/or the pulverulent solid obtained by means of
the method according to claim 9, and the hydrophilic
AP in solid form, are brought together, and in that
this mixture of solids is dispersed in a liquid phase,
preferably in aqueous solution.

An intermediate product of the method according to
claim 9 or 10, characterized in that it consists of
PHCA-polyAAl, preferably poly(lactic acid)-polyAAl
or poly(glycolic acid)-polyAAl, copolymers.

The suspension according to any one of claims 1 to
7 and/or the pulverulent solid according to claim 8,
including at least one hydrophilic active principle
preferably chosen from:

0 vaccines;

o proteins and/or peptides, among which those
most preferably selected are: hemoglobins, cy-
tochromes, albumins, interferons, cytokines,
antigens, antibodies, erythropoietin, insulin,
growth hormones, factors VIIl and IX, inter-
leukins or mixtures thereof, hematopoiesis-
stimulating factors;

o polysaccharides, heparin being more particu-
larly selected;

o nucleic acids, and preferably RNA or DNA ol-
igonucleotides;

0 non-peptido-protein molecules belonging to
various anticancer chemotherapy classes, and
in particular anthracyclins and taxoids;

0 and mixtures thereof.

A pharmaceutical, nutritional, plant-care or cosmetic
specialty product, characterized in that it includes
a suspension according to any of one of claims 1 to
7 and/or pulverulent solid according to claim 8.

Patentanspriiche

1.

Kolloidale Suspension von Submikron-Partikeln, die
insbesondere fiir die Vektorisierung von (einem)
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Wirkstoff(en) (WS) verwendet werden kénnen, wo-
bei es sich bei diesen Partikeln um individualisierte
supramolekulare Anordnungen auf Basis eines am-
phiphilen Copolymers handelt, umfassend:

» mindestens einen Block von gerade(r/n), hy-
drophile(r/n) Polyaminosaure(n) (PAA) mit o-
Peptidverkniipfungen, wobei die hydrophilen
Aminoséauren AAl, die diesen PAA-Block bilden,
untereinander verschieden oder gleich sind;

» und mindestens einen Block aus mindestens
einem hydrophoben Polymer, das durch ein Po-
lymer von o-Hydroxycarbonsaure (PHCA) - vor-
zugsweise ein Polymer von Milchsdure (PLA)
oder ein Polymer von Glykolsaure (PGA) - ge-
bildet wird,

dadurch gekennzeichnet, dass:

- sie spontan in Abwesenheit eines oberflachen-
aktiven Mittels erhalten werden kann, indem
man das amphiphile Copolymer mit einer Nicht-
Lésungsmittel-Flissigkeit des amphiphilen Co-
polymers vereinigt;

- sie auch in Abwesenheit eines oberflachenak-
tiven Mittels stabil ist;

- die AAI des Copolymers zumindest teilweise
in ionisierter Form vorliegen;

- die Partikel derart ausgelegt sind, dass sie sich
in Kkolloidaler Suspension im ungelésten Zu-
stand mit mindestens einem WS zusammenla-
gern und diesen, insbesondere in vivo, auf ver-
langerte und/oder verzdgerte Weise freisetzen.

Suspension nach Anspruch 1, dadurch gekenn-
zeichnet, dass sie, durch die Einbringung des am-
phiphiles Copolymers in einem organischen L&-
sungsmittel und durch die Vereinigung dieser L6-
sung mit einer wassrigen Flussigkeit, erhalten wird.

Suspension nach Anspruch 1 oder 2, dadurch ge-
kennzeichnet, dass:

- die AAI hydrophile Aminosduren AAI sind,

- das Verhaltnis HCA/AAI grofRRer als 0,1 ist,

- die absolute Lange des PHCA-Blocks gréRRer
als 2 Monomere, vorzugsweise grof3er als 10
Monomere ist und starker bevorzugt zwischen
20 und 60 Monomere betragt.

Suspension nach einem der Anspriiche 1 bis 3, da-
durch gekennzeichnet, dass der PAA-Block oder
die PAA-Blocke auf Basis von AAI mindestens 5,
vorzugsweise mindestens 20 und noch starker be-
vorzugt zwischen 30 und 100 AAl umfassen.

Suspension nach einem der Anspriiche 1 bis 4, da-
durch gekennzeichnet, dass es sich bei den Par-
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tikeln um PHCA/AAI-"Diblécke" handelt.

Suspension nach einem der Anspriiche 1 bis 5, da-
durch gekennzeichnet, dass die AAl aus Amino-
sauren mit ionisierbarer Seitenkette ausgewahilt ist/
sind, wobei die natlrlichen Aminosduren Glu und
Asp in der Carboxylform und/oder der Salzform be-
sonders bevorzugt sind.

Suspension nach einem der Anspriiche 1 bis 6, da-
durch gekennzeichnet, dass sie wassrig und stabil
ist.

Pulverférmiger Feststoff, dadurch gekennzeich-
net, dass er ausgehend von der Suspension nach
einem der Anspriche 1 bis 7 erhalten wird.

Verfahren zur Herstellung des pulverformigen Fest-
stoffs nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet,
dass man:

- 1)-mindestens ein PHCA- (vorzugsweise PLA-
oder PGA-) Block verwendet oder durch Poly-
merisation von Monomeren von a-Hydroxycar-
bonsaure(n) - vorzugsweise Milch- oder Glykol-
saure - herstellt; wobei dieser PHCA-Block (vor-
zugsweise an mindestens einem seiner Enden)
mit mindestens einer reaktiven Schutzgruppe
funktionalisiert ist, die vorzugsweise aus der
Gruppe ausgewahlt ist, die BOC-Ethanolamin,
BOC-Aminopropanol (BOC = Butoxycarbonyl)
umfasst;

- 2)- die Schutzgruppen von dem PHCA-Block
aus Schritt -1)- entfernt;

- 3)-eine Copolymerisation von Monomeren
durchfiihrt, die durch Anhydride von N-Car-
boxyaminosauren (NCA) von hydrophilen Ami-
nosauren AAl und/oder durch Anhydride von N-
Carboxyaminosauren (NCA), die Vorstufen von
hydrophilen Aminosauren AAl sind und Schutz-
gruppen tragen, gebildet werden, in Gegenwart
von mindestens einem organischen L&ésungs-
mittel durchfihrt, das vorzugsweise aus der
Gruppe ausgewahlt wird, die Folgende umfasst:
N-Methylpyrrolidon (NMP), Dimethylformamid
(DMF), Dimethylsulfoxid (DMSO), Dimethylace-
tamid (DMAc), Pyrrolidon und Dichlormethan,
wobei diese Letzteren ganz besonders bevor-
zugt sind;

- 4)- das PHCA-Block ohne Schutzgruppe aus
Schritt -2)- zu dem Polymerisationsmedium des
Poly-AAl-Blocks vor, wahrend oder nach der
Polymerisation zugibt;

- 5)- gegebenenfalls die Schutzgruppen von den
Vorstufen von hydrophilen Aminosauren AAI
entfernt, um einen oder mehrere PolyAAI-BI6k-
ke zu erhalten;

- 6)- das nach den vorhergehenden Schritten



10.

1.

12.

13.

14.

35

erhaltene
ausfallt;
- 7)- denim Schritt -6)- erhaltenen Niederschlag
des PHCA-PolyAAIl-Block-Copolymers in L6-
sung bringt und diese Lésung mit einer Flissig-
keit vereinigt, die mindestens ein Nicht-L6-
sungsmittel fir das PHCA-PolyAAl-Block-Cop-
olymer, vorzugsweise Wasser, enthalt, wobei
diese Flissigkeit einen pH hat, der derart ge-
wahlt wird, dass die AAI des PHCA-PolyAAl-
Block-Copolymers zumindest teilweise ionisiert
sind;

- 8)- gegebenenfalls mindestens einen hydro-
philen Wirkstoff WS mit den Partikeln zusam-
menlagert;

- 9)- gegebenenfalls die Suspension von Schritt
-7)- reinigt;

- 10)- gegebenenfalls die Suspension von
Schritt -7)- konzentriert;

- 11)- das wassrige Medium beseitigt, um den
pulverférmigen Feststoff, der die Partikel um-
fasst, zu erhalten.

PHCA-PolyAAl-Block-Copolymer

Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekenn-
zeichnet, dass der (oder die) funktionalisierte(n)
PHCA-Block (-Blécke) vor und/oder zu Beginn der
Polymerisation, die vorzugsweise bei einer Tempe-
ratur zwischen 20 und 120°C bei normalem Atmo-
sphérendruck ablauft, eingebracht wird (werden).

Verfahren zur Herstellung einer Suspension, da-
durch gekennzeichnet, dass man den pulverfor-
migen Feststoff nach Anspruch 8 und/oder den pul-
verférmigen Feststoff, der durch das verfahren nach
Anspruch 9 oder 10 erhalten wird, mit einem wass-
rigen Medium vereinigt, das ein Nicht-LOsungsmittel
des amphiphilen Copolymers ist.

Verfahren zur Herstellung einer Suspension, da-
durch gekennzeichnet, dass es die Schritte 1 bis
7 und gegebenenfalls 8 und/oder 9 und/oder 10 des
Verfahrens nach Anspruch 9 umfasst.

Verfahren zur Herstellung einer Suspension, da-
durch gekennzeichnet, dass man die Anlagerung
des hydrophilen WS an die Partikel durchfihrt, in-
dem man eine flissige Phase, die den hydrophilen
WS enthalt, mit der kolloidalen Suspension von Par-
tikeln, wie in einem der Anspriiche 1 bis 7 definiert,
vereinigt.

Verfahren zur Herstellung einer Suspension, da-
durch gekennzeichnet, dass man die Anlagerung
des hydrophilen WS an die Partikel durchfihrt, in-
dem man den WS in festem Zustand mit der kolloi-
dalen Suspension von Partikeln, wie in einem der
Anspriche 1 bis 7 definiert, vereinigt.
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Verfahren zur Herstellung einer Suspension, da-
durch gekennzeichnet, dass man den pulverfor-
migen Feststoff nach Anspruch 8 und/oder den pul-
verférmigen Feststoff, der durch das Verfahren nach
Anspruch 9 erhalten wird, mit einer flissigen Phase,
die den hydrophilen WS enthalt, vereinigt.

Verfahren zur Herstellung einer Suspension, da-
durch gekennzeichnet, dass man den pulverfor-
migen Feststoff nach Anspruch 8 und/oder den pul-
verférmigen Feststoff, der durch das Verfahren nach
Anspruch 9 erhalten wird, mit dem hydrophilen WS
in fester Form vereinigt, und dadurch, dass man
dieses Gemisch von Feststoffen in einer flissigen
Phase, vorzugsweise einer wassrigen Losung, di-
spergiert.

Zwischenprodukte des Verfahrens nach Anspruch 9
oder 10, dadurch gekennzeichnet, dass sie aus
den PHCA-PolyAAIl-Copolymeren, vorzugsweise
Poly(Milchsaure)-PolyAAl oder Poly(Glykols&u-
re)-PolyAAl, bestehen.

Suspension nach einem der Anspruiche 1 bis 7 und/
oder pulverférmiger Feststoff nach Anspruch 8, um-
fassend mindestens einen hydrophilen Wirkstoff, der
vorzugsweise ausgewahlt ist aus:

o Impfstoffen,

o Proteinen und/oder Peptiden, unter denen die
Folgenden ganz besonders bevorzugt verwen-
det werden: Hamoglobine, Cytochrome, Albu-
mine, Interferone, Antigene, Antikorper, Ery-
thropoetin, Insulin, Wachstumshormone, die
Faktoren VIII und IX, Interleukine oder ihre Ge-
mische, Hamatopoesestimulierende Faktoren;
o Polysaccharide, wobei Heparin ganz beson-
ders bevorzugt ausgewahlt wird;

o Nukleinsduren und vorzugsweise RNA- und/
oder DNA-Oligonukleotide;

o Nicht-Peptid-Proteinmolekiile, die zu ver-
schiedenen Antikrebs-Chemotherapie-Klassen
gehdren, und insbesondere Anthracycline und
Taxoide

o und ihre Gemische.

Pharmazeutische, nahrungserganzende, phytosa-
nitdre oder kosmetische Spezialitat, dadurch ge-
kennzeichnet, dass sie eine Suspension nach ei-
nem der Anspriiche 1 bis 7 und/oder pulverférmigen
Feststoff nach Anspruch 8 beinhaltet.
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