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nanoparticles functionalised with metals, which act as dual probes for both flow
cytometry (FACS) and mass cytometry (CyTOF). These probes can be used to
barcode live cells or to carry out in-vivo studies of ditferent cell lines by means
of cell co-cultures.

(57) Resumen: La invencion describe sondas basadas en nanoparticulas entre-
cruzadas fluorescentes y funcionalizadas con metales que actiian como sondas

duales, sirviendo tanto para la citometria de flujo (FACS) como la citometria

Figura 1

de masas (CyTOF). Estas sondasse pueden aplicar para realizar codificacidén por

cddigo de barras de células vivas o para llevar a cabo estudios in vivo de dife-
rentes linajes celulares a través de co-cultivos celulares.
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SONDAS DUALES PARA CITOMETRIA DE FLUJO Y CITOMETRIA DE MASAS

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se encuentra en el campo del analisis de la biologia celular, dentro del
campo del analisis de células y mas concretamente en el de las sondas para citometria.

El campo de aplicacion de la invencién es la citometria, especialmente en el de la citometria de
flujo (FACS) y citometria de masas (CyTOF). De forma particular, las sondas que se describen
se pueden aplicar para realizar codificacidén por co6digo de barras de células vivas o para llevar

a cabo estudios in vivo de diferentes linajes celulares a través de co-cultivos celulares

ESTADO DE LA TECNICA
Citometria de flujo (FACS)

La citometria de flujo (FACS, del inglés “Fluorescence-activated cell sorting”) es una técnica que

se utiliza para enumerar los niveles absolutos de células y sus subconjuntos. Se usa ampliamente
para analisis de células sanguineas y otras muestras clinicas y para identificar bacterias
patégenas. La citometria de flujo es una tecnologia madura que utiliza la hidrodinamica para
enfocar una corriente de particulas alineadas. Se usa la 6ptica para iluminar una particula con
laser u otras fuentes de luz y detectores para resolver la luz dispersa asi como senales
fluorescentes. La especificidad para un subconjunto diana de células se logra uniendo
marcadores fluorescentes al subconjunto con moléculas de afinidad tales como anticuerpos. El
coste tipico de un FACS esta en el rango de $ 40,000 a $ 150,000. Otra clase de citometros de
flujo es el contador Coulter (CC). Al medir la impedancia eléctrica a través de una abertura, el
contador Coulter puede medir el recuento de células y el volumen. Los contadores Coulter se
usan rutinariamente como analizadores hematoldgicos para los globulos rojos y blancos. Otras
aplicaciones incluyen biologia celular, andlisis de alimentos, cosméticos, metales y biologia
marina.

Citometria de masas (CyTOF)

La citometria de masas (CyTOF, del inglés “Cytometryby Time-Of-Flight’.) es una técnica

novedosa que se desarrollé inicialmente por DVS Sciences que fue adquirida por la empresa
Fluidigm.

La citometria de masas es una herramienta analitica que permite, simultdneamente, la deteccion
y cuantificacion de docenas de marcadores dentro de una misma particula y/o célula [Bandura
DR et al.: Mass cytometry: technique for real time single cell multi target immunoassay based on
inductively coupled plasma time-of-flight mass spectrometry. Anal Chem, 2009, 81:6813-6822]
gracias al uso de metales pesados asociados a la deteccién mediante espectroscopia de masas.
Esto le otorga una alta capacidad de multiplexing necesaria hoy dia en los laboratorios de
investigacion biomédicos. Ademas, permite hacer analisis de células individuales. Esta técnica

utiliza metales que aparecen en el periodo 6 de la tabla periédica, normalmente lantanidos, como
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marcadores. Estos metales se usan a modo de huella dactilares debido a que son elementos que
no se encuentras en las células y sus espectros de masas son faciimente identificables debido a
sus distribuciones isotdpicas especificas para cada uno de ellos. Hoy dia existen 14 lantanidos
comerciales, con 38 is6tépos puros y estables que se utilizan para el marcaje de anticuerpos y
polimeros para citometria de masas. Actualmente, la mayoria de las aplicaciones de la citometria
de masas se basan en el uso anticuerpos conjugados con un iso6topo especifico de metal estable
de masa atomica definida, que actua como reportero [llly, N., et al. Metal-chelating polymers by
anionic ring-opening polymerization and their use in quantitative mass cytometry,
Biomacromolecules, 2012, 13(8): 2359-69]. Desde su introduccién en el periodo 2008-2009, los
grupos cientificos que tienen acceso a esta plataforma han llevado a cabo analisis
revolucionarios a nivel de células individuales usando muestras biolégicas heterogéneas de una
manera nunca antes vista hasta la fecha. Por ejemplo, estos grupos han publicado las respuestas
inmunes a farmacos viendo la células hematopoyéticas a nivel de células individuales [Bendall
SC et al.: Single-cell mass cytometry of differential immune and drug responses across a human
hematopoietic continuum. Science, 2011, 332(6030):687-96], han puesto de manifiesto la
heterogeneidad fenotipica de la leucemia humana [Amir el-AD et al.: viSNE enables visualization
of high dimensional single-cell data and reveals phenotypic heterogeneity of leukemia, Nature
Biotechnology, 2013, 31, 545-552] y han sido capaces de identificar la reprogramacion de los
reguladores de células madre, descifrando asi los primeros pasos que conducen a la adquisicién
de la pluripotencia de las células adultas [Spitzer MH et al.: Mass Cytometry: Single Cells, Many
Features. Cell, 2016, 165 (4), 780 — 791]. Estos resultados demuestran la alta especificidad y
sensibilidad que ofrece esta nueva herramienta que se basa en citometria de flujo y plasma
acoplado inductivamente (ICP) como fuente de ionizacion que estan asociados a un
espectrédmetro de masas de tiempo de vuelo (TOF) (MS) - ICP-TOF MS [Liu, R. et al: Inductively
coupled plasma mass spectrometry based immunoassay: A review. Mass Spectrometry Reviews,
2014, 33, 373-393]. Previo al analisis, las células se marcan con anticuerpos marcados con
isétopos de metales pesados y se usan protocolos clasicos para la citometria de flujo estandar.
Una vez que se lleva a cabo la incubacién, las células son nebulizadas y cada célula individual
es detectada por ICP-TOF MS en lugar de la fluorescencia. La creacidén de un espectro de masas
individual por célula permite identificar y cuantificar la composicién de is6topos de metales
pesados. Esto permite aumentar, de forma muy significativa, la capacidad de multiplexacién de

los ensayos a nivel de una sola célula y con una alta sensibilidad.

Recientemente, la citometria de masas se ha aplicado para crear imagenes de muestras de
tejidos. [WO 2016/090356 A1]

Uso de reactivos con metales para el marcaje celular
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Los metales, principales los metales pesados y los lantanidos, asociados a polimeros y
anticuerpos son los elementos que se emplean en citometria de masas (CyTOF) como
marcadores [llly, N., et al. Metal-chelating polymers by anionic ring-opening polymerization and
their use in quantitative mass cytometry, Biomacromolecules, 2012, 13(8): 2359-69].Existen
marcadores que engloban por ejemplo is6topos de paladio (102, 104, 105, 106, 108, 110)
molecular unidos a polimeros lineares [Zunder, E. R. et al, Palladium-based mass tag cell
barcoding with a doublet-filtering scheme and single-cell deconvolution algorithm, Nature
Protocols, 2015, 10, 316-333], [Behbehani, G. K. et al.: Transient partial permeabilization with
saponin enables cellular barcoding prior to surface marker staining. Cytometry A 85 (2014):
1,011-1,019], [Majonis, D. et al. Dual-purpose polymer labels for fluorescent and mass cytometric
affinity bioassays. Biomacromolecules 14 (2013): 1,503-1,513], que se utilizan sobre células ya
fijadas.En el afio 2015 se presentaron estos reactivos con el objeto de ser usados como cédigo

de barras usando paladio pero con el inconveniente que s6lo sirve para células fijadas.

Estos polimeros lineares metalo-fluorescences no son capaces de entrar en las células vivas por
lo que deben emplease sobre células ya fijadas para poder permeabilizarlas y asi permitir su
entrada dentro de las células, Por tanto, no permiten realizar estudios celulares in vivo ni co-

cultivos celulares.

Uso de nanoparticulas de poliestireno

Al inicio del desarrollo del citbmetro de masas se desarrollaron particulas de poliestireno con
metales que se usaron como calibrante del equipo [Abdelrahman Al et al., Metal-Containing
Polystyrene Beads as Standards for MassCytometry, J Anal At Spectrom., 2010, 25(3): 260-268].
Estas nanoparticulas compuestas por poliestireno y polliacrilato atrapaban salen metalicas
durante el proceso de polimerizacién por dispersién. Se usan como un calibrante interno para
estudios celulares mediante espectroscopia de masas pero no como marcadores celulares per
se. Los autores no informan de su citotoxicidad ya que se emplean una vez que las células estan
fijadas y marcadas con anticuerpos con metales como un calibrante interno del sistema.
Recientemente, se han presentado microgeles codificados con lantanidos [Lin W. et al.:A High-
Sensitivity Lanthanide Nanoparticle Reporter for Mass Cytometry: Tests on Microgels as a Proxy
for Cells. Langmuir 2014; 30(11): 3142-3153]. Estos microgeles compuestos por

poli(NIPAM/VCL/MAA) recubren a sales nanocristalinas de lantanidos.

Cdédigos de barras para la codificacién celular

La codificacion celular mediante codigo de barras consiste en el marcaje unico y exclusivo de
cada linea celular con una combinacién de isotopos de metales. El cédigo asignado es

especifico, como una huella dactilar, comportandose asi como un codigo de barras. De tal forma
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que cada combinacidén de isétopos sélo la lleva un determinado tipo de células, bien sean
distintas lineas celulares o células primarias que provienen de distintos pacientes.
Las perspectivas de futuro indican a un uso extendido de CyTOF para la codificacion celular por

cbdigo de barras debido al gran numero de marcadores que esta tecnologia permite por célula.

Se conocen pocas referencias que presentan reactivos para llevar a cabo esta codificacion
mediante fluorescencia (FCB, del inglés “FluorescentCellBarcoding”) [Fluorescent
CellBarcodingfor Multiplex FlowCytometry, CurrProtocCytom. 2011 Jan; CHAPTER: Unit-6.31] y
aun menos, solo tres, por citometria de masas (MCB, del ingles “Mass Cell Barcoding”) lineales
[Zunder, E. R. et al, Palladium-based mass tag cell barcoding with a doublet-filtering scheme and
single-cell deconvolution algorithm, Nature Protocols, 2015, 10, 316-333], [Behbehani, G. K. et
al.. Transient partial permeabilization with saponin enables cellular barcoding prior to surface
marker staining. Cytometry A 85 (2014): 1,011-1,019], [Majonis, D. et al. Dual-purpose polymer
labels for fluorescent and mass cytometric affinity bioassays. Biomacromolecules 14 (2013):
1,503-1,513]. Algunos de los reactivos desarrollados en estas investigaciones se transfirieron al
mercado y desde 2015 estan siendo comercializados por Fluidigim. En particular, hay un
polimero linear que lleva quelado distintos isotopos de paladioque es capaz de ser usado como
cddigo de barras para ser leido por citometria de masas. Este reactivo presenta el inconveniente
que solo sirve para células fijadas. Estos codigos de barras engloban is6étopos de paladio (102,
104, 105, 106, 108, 110) molecular.

Por ofro lado, existe un polimero lineal, desarrollado por DVS, que unido a anticuerpos se usa
para marcar anticuerpos tanto con metales como con fluoréforos, lo que permite leerlo tanto por
fluorescencia como por citometria de masas [Majonis, D. et al. Dual-purpose polymer labels for
fluorescent and mass cytometric affinity bioassays.Biomacromolecules 14 (2013): 1,503-1,513]).
Este polimero actua solamente como enlace entre los metales y el fluoréforo con el anticuerpo.
Sin embargo, estos polimeros metalo-fluorescentes al ser lineales y no estar en forma de
nanoparticulas tampoco tienen capacidad de entrar en las células. Ademas, el polimero se une
a un anticuerpo, que a su vez se une a un ligando de superficie de las células, lo que permite el
marcaje de distinto tipos celulares, pero al mismo tiempo impide realizar un estudio de linajes
celulares distintas puesto que sélo identifican células que presenten un determinado marcador,
es decir, sélo pueden unirse a las células que posean el ligando elegido. Estos reactivos no se

han estudiado en relacién a su citotoxicidad ya que se usan en células ya fijadas.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION
En un primer aspecto, la presente invencion describe sondas que comprenden nanoparticulas
entrecruzadas fluorescentes y funcionalizadas con metales que son aptas tanto para realizar

citometria de flujo (FACS) como citometria de masas (CyTOF).
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Estas sondas son atdxicas, entran a las células per se, sin necesidad de fijarlas y
permeabilizarlas y su entrada no depende de ningun perfil fenotipico especial, por lo que son
utiles para el marcaje de diferentes lineas celulares. Ademas, es posible emplearlas en células
vivas, permitiendo asi el posterior co-cultivo celular. Estos co-cultivos son susceptibles de
experimentacién y, como las nanoparticulas se encuentran dentro de las células, se puede hacer
codificacién celular por codigo de barras. Ademas, como son fluorescentes, después de la
experimentacién se puede realizar la clasificacidon de células activadas por fluorescencia
("sorted”, en inglés) y recoger los linajes celulares que sean de interés para estudios posteriores.
A diferencia de las polimeros para CyTOF mencionadas en la seccion anterior, estas sondas son
capaces de entrar en las células sin necesidad de permeabilizar, no son téxicas [YusopM. R. et
al.; Palladium-mediated intracellular chemistry. Nature Chemistry.2011, 3, 239-423], [Unciti-
Broceta, A. et al. Synthesis of polystyrene microspheres and functionalization with PdO0
nanoparticles to perform bioorthogonal organometallic chemistry in living cells. NatureProtocols.
2012, 7, 1207-1218], y no afectan al proteoma de las células, lo que permite realizar estudios
sobre células vivas. Al atravesar las membranas de las células per se, sin necesidad de
permeabilizacion, lo cual implica fijar las células, las sondas que se describen en esta invencién

permiten realizar co-cultivo de diferentes lineas celulares y ensayos multiples.

En un segundo aspecto, la invencion se refiere a un procedimiento de preparacion de las sondas

objeto de la invencién.

En un tercer aspecto, la presente invencidn se refiere a un procedimiento de codificacién celular

por codigo de barras (barcoding) que emplea las nanoparticulas de la invencion.

En un cuarto aspecto, la a presente invencion se refiere al uso de las sondas de la invenciéon
para activar pro-farmacos mediante catalisis citoplasmatica de reacciones organometalicas en el

interior de células vivas.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS
Figura 1. Representacién esquematica de dos sondas de la invencién en la que una
nanoparticula (N) se funcionaliza con un fluoréforo (F) al que se le unen A) un metal (M) o B)

varios metales o is6étopos metalicos distintos (M1, M2 y M3).

Figura 2. Viabilidad celular (ensayo MTT) de células MDA-MB-231 nanofectadas durante 6 dias
con sondas fluoro-metalicas expresada como porcentaje de las células no nanofectadas de
control.. B) Analisis de captacion celular de sondas fluoro-metalico por células MDA-MB-231 a

diferentes proporciones por célula, medida por citometria de flujo. C) Diagramas de dispersion
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representativos de CyToF del porcentaje de absorcion de Pd (0) -Cy5-PEG-NPse0 con un numero
creciente de nanoparticulas (0, 100 y 1.000 sondas por célula). Intercalante marcado con '®'Ir se
utilizé para la tincién de nucleos. D) Comparacion de las curvas de captacion de Pd (0) -Cy5-
PEG-NPs00 por medio de citometria de flujo y CyToF con las mismas células. El analisis ANOVA
bidireccional seguido por un test post hoc de Bonferroni no mostré diferencias entre las técnicas.
(E) Imagen de microscopia confocal de una célula nanofectada representativa en una relacién

de 3.000 Pd (0) -Cy5-PEG-NPsgo / célula. Las flechas apuntan a sondas en el citoplasma celular.

Figura 3. Ejemplo de sistema de codificacion dual capaz de codificar hasta 8 lineas celulares
distintas empleando 4 combinaciones de is6topos de paladio ('°?Pd, '%°Pd, '®Pd y '%®Pd) que
pueden ser individualizadas por citometria de masas y cada una de ella a su vez con una

fluordforo distinto (Cy3 y Cy5) capaces de ser diferenciados por citometria de flujo.

Figura 4. Esquema de reaccion de desproteccion fluorogénica de bis-aliloxicarbonil rodamina

catalizada por microesferas Pd (0).

Figura 5. Esquema de la reaccion provocada sobre profarmacos de gemcitabina y 5-FU mediante

catdlisis organometalica.

Figura 6. Gréficos correspondientes a la emision de fluorescencia en FACS, canal de APC. A —
E: A) NP control, sin Cy5; B) NP-Cy5-'%Pd; C) NP-Cy5-'"°Pd; D) NP-Cy5-'%Pd -'"°Pd y E) NP-
Cy5-Pd(OAc)..

Figura 7. Graficos correspondientes a la emisién de fluorescencia en FACS, canal de PE. A —
E: A) NP control, sin Cy3; B) NP-Cy3-'%Pd ; C) NP-Cy3-""°Pd; D) NP-Cy3-'%Pd -""°Pd y E) NP-
Cy3-Pd(OAc)..

Figura 8. Graficos correspondientes a CyTOF para NP-Cy5-'%Pd. A — C: Sefales
correspondientes a los isétopos '%°Pd, '"°Pd y '%Pd respectivamente, siendo solamente
positivas para '®Pd. D — F: Histogramas correspondientes a los is6topos '%°Pd, "°Pd y '%Pd,

respectivamente.

Figura 9. Graficos correspondientes a CyTOF para NP-Cy5-""°Pd. A — C: Sefales
correspondientes a los isétopos '%°Pd, '"°Pd y '%Pd respectivamente, siendo solamente
positivas para '""°Pd. D — F: Histogramas correspondientes a los is6topos '%°Pd, "°Pd y '%Pd,

respectivamente.
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Figura 10. Gréficos correspondientes a CyTOF para NP-Cy5-'%Pd -'"°Pd. A — C: Sefiales
correspondientes a los isétopos '%°Pd, ''°Pd y '%Pd respectivamente, siendo positivas tanto
para '%Pd como para ''°Pd. D — F: Histogramas correspondientes a los is6topos '®®Pd, '"°Pd y

%5pP(d, respectivamente.

Figura 11. Graficos correspondientes a CyTOF para NP-Cy5-Pd(OAc).. A — C: Sefales
correspondientes a los isétopos '°Pd, ''°Pd y '%Pd respectivamente, siendo positivas para
todos ellos. D — F: Histogramas correspondientes a los is6topos '%°Pd, '"°Pd y '%Pd,

respectivamente.

Figura 12. Gréficos correspondientes a CyTOF para NP-Cy3-'%Pd. A — C: Sefiales
correspondientes a los isétopos '%°Pd, '"°Pd y '%Pd respectivamente, siendo positivas para
%pd. D — F: Histogramas correspondientes a los isétopos '%°Pd, ''°Pd y '%Pd,

respectivamente.

Figura 13. Gréficos correspondientes a CyTOF para NP-Cy3-'"°Pd. A — C: Sefiales
correspondientes a los isétopos '%°Pd, '"°Pd y '%Pd respectivamente, siendo positivas para
"OPd. D — F: Histogramas correspondientes a los isétopos '%°Pd, ''°Pd y '%Pd,

respectivamente.

Figura 14. Gréficos correspondientes a CyTOF para NP-Cy3-'%Pd -'"°Pd. A — C: Sefiales
correspondientes a los isétopos '%°Pd, '"°Pd y '%Pd respectivamente, siendo positivas para
1%pd y 1"9Pd. D — F: Histogramas correspondientes a los is6topos '®Pd, ""°Pd y '%°Pq,

respectivamente.

Figura 15. Graficos correspondientes a CyTOF para NP-Cy5-Pd(OAc).. A — C: Sefales
correspondientes a los isétopos '%°Pd, '"°Pd y '%Pd respectivamente, siendo positivas para
todos ellos. D — F: Histogramas correspondientes a los is6topos '%°Pd, '"°Pd y '%Pd,

respectivamente.

Figura 16. A — E. Graficos correspondientes al porcentaje de viabilidad celular en funcién del

numero de NPs por célula, tras 96h de incubacion.

Figura 17. Grafico representativo del porcentaje de células MDA-MB-231 positivas en el canal
APC después de haber sido incubadas con 5.000 NPs por célula durante 6h. A) y D) Células

MDA-MB-231 control, sin incubar con NPs; B) y E) Células MDA-MB-231 incubadas con NPs
control; C) y F) Células MDA-MB-231 incubadas con NP-Cy5-'%Pd y NP-Cy5-""Pd,

respectivamente.
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Figura 18. Graficos correspondientes a células MDA-MD-231 en CyTOF. Izquierda: sefial
correspondiente al canal del isoétopo '°°Pd. Derecha: sefial correspondiente al canal del isétopo
0pd. Arriba: sefial de los isotopos de Pd frente al marcador celular Ir. Abajo: sefial de los

isétopos de Pd frente al “Event Length”.

Figura 19. Gréficos correspondientes a células MDA-MD-231, incubadas con NP-Cy5-'%Pd en
CyTOF. Izquierda: sefial correspondiente al canal del isétopo '®Pd. Derecha: sefial
correspondiente al canal del is6topo ''°Pd. Arriba: sefial de los isdétopos de Pd frente al

marcador celular Ir. Abajo: sefial de los isétopos de Pd frente al “Event Length”.

Figura 20. Gréficos correspondientes a células MDA-MD-231, incubadas con NP-Cy5-'"°Pd en
CyTOF. Izquierda: sefial correspondiente al canal del isétopo '®Pd. Derecha: sefial
correspondiente al canal del is6topo ''°Pd. Arriba: sefial de los isdétopos de Pd frente al

marcador celular Ir. Abajo: sefial de los is6étopos de Pd frente al “Event Length”.

Figura 21. Graficos correspondientes a la mezcla 50%-50% de células MDA-MB-231 incubadas
con NP-Cy5-1%°Pd y células MDA-MB-231 incubadas con NP-Cy5-""°Pd. Izquierda: sefal
correspondiente al canal del isoétopo '°°Pd. Derecha: sefial correspondiente al canal del isétopo
0pd. Arriba: sefial de los isotopos de Pd frente al marcador celular Ir. Abajo: sefial de los

isétopos de Pd frente al “Event Length”.

Figura 22. Graficos correspondientes a la mezcla 25%-75% de células MDA-MB-231 incubadas
con NP-Cy5-1%°Pd y células MDA-MB-231 incubadas con NP-Cy5-""°Pd. Izquierda: sefal
correspondiente al canal del isoétopo '°°Pd. Derecha: sefial correspondiente al canal del isétopo
"OPd. Los dos graficos de arriba muestran la sefial de los isétopos de Pd frente al marcador

celular Ir. Abajo: sefal de los isétopos de Pd frente al “Event Length”.

Figura 23. Graficos correspondientes a la mezcla 75%-25% de células MDA-MB-231 incubadas
con NP-Cy5-1%°Pd y células MDA-MB-231 incubadas con NP-Cy5-""°Pd. Izquierda: sefal
correspondiente al canal del isoétopo '°°Pd. Derecha: sefial correspondiente al canal del isétopo
9pd. Arriba: sefial de los isotopos de Pd frente al marcador celular Ir. Abajo: sefial de los

isétopos de Pd frente al “Event Length”.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Definiciones:
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A efectos de la presente invencién se consideraran “/séfopos” de un metal a otros metales que

tienen su mismo numero atdmico pero distinta masa atémica.

El término “fluoréforo” se refiere a cualquier compuesto quimico fluorescente, usado como
colorante, que después de excitarse a una determinada longitud de onda, emite luz a longitudes
de ondas mayores. Un ejemplo de fluor6foro son los colorantes de metina o “polimetinas”,
compuestos fluorescentes que comprenden un numero impar de CH vinculado en una cadena
de carbono conjugado en forma de zig-zag. En funcién de los grupos de atomos situados en el
extremo de la cadena de carbono, el colorante de polimetina se divide en diferentes familias

como las cianinas o y antocianina.

Asi, ‘“codificacion celular por codigo de barras” o “barcoding” (término habitualmente empleado)

se refiere a cualquier técnica que comprenda la identificacion de distintas lineas celulares a

través de una combinacién unica predefinida de isétopos metalicos y fluoréforos.

El término “polimero” se refiere a cualquier macromolécula formada por uniones covalentes de

multiples unidades de una misma unidad molecular.

El término “nanofeccién” comprende cualquier procedimiento de introduccién de nanoparticulas

en células.

El término “multiplexacidon” (del inglés “multiplexing”) esta referido a la capacidad para medir,

simultdneamente, multiples analitos en una misma muestra.

Por “reportero” se entendera cualquier componente responsable de generar una senal que puede

ser detectada posteriormente.

El concepto ‘fijacién de células” comprende cualquier manipulacién de células vivas que tenga

por objeto de mantener toda su arquitectura estructural y quimica inalterada mientras que se

inhiben todas sus funciones bioquimicas.

El término “permeabilizacién de células” comprende cualquier tratamiento mediante el cual se

favorezca la entrada de biomoléculas, reactivos o nanoparticulas dentro de las células.

También se entendera que una sonda, una nanoparticula, un marcador o un reactivo, “entra” en
una célula cuando es capaz de atravesar la membrana plasmatica e introducirse en el interior de

la célula sin necesitar de ningun ligando o receptor especifico.
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Asimismo, los algunos de los compuestos quimicos citados en este documento emplearan las
siguientes abreviaturas o0 nombres comerciales:
HOBt: Hidroxibenzotriazol. Compuesto organico derivado de los benzotriazoles que se
utiliza en la sintesis de péptidos mediante fase sélida para producir ésteres activados.

Etil(hidroxiimino)cianoacetato, comercializado como OxymaPure®: Reactivo de

acoplamiento utilizado en la sintesis de péptidos mediante fase sélida.

DIC: N,N'-Diisopropilcarbodiimida. Reactivo de acoplamiento tipo carbodiimida, soluble
en disolventes organicos, utilizado en la sintesis de péptidos mediante fase solida.

EDC: N-(3-Dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimidahidrocloruro. Reactivo de acoplamiento
tipo carbodiimida, soluble en agua, utilizado en la sintesis de péptidos mediante fase
sélida.

DME: N,N-dimetilformamida. Compuesto organico liquido a temperatura ambiente,
incoloro, miscible en agua y en la mayoria de disolventes organicos y que se utiliza como

disolvente de reacciones quimicas.

Finalmente, el término "comprende”, que también podra interpretarse como “consiste en”, y sus
variantes no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos.
Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la invencion se

desprenderan en parte de la descripcion y en parte de la practica de la invencion.

Sondas de la invencion

Un primer aspecto de la invencion se refiere a una sonda de ahora en adelante “sonda de /a
invencion” (Fig. 1, A) que comprende al menos una nanoparticula polimérica entrecruzada y
funcionalizada (N), al menos un fluoréforo (F) conjugado con la nanoparticula y al menos un

metal (M) quelado al fluoréforo.

Esta caracterizacion equivale a que la sonda de la invencién comprende al menos un metal y al
menos un fluoréforo quelante, o bien, a que la sonda de la invenciéon comprende menos un metal,

al menos un fluoréforo no quelante y al menos un agente quelante.

La nanoparticula polimérica comprendida en la sonda puede ser invencion de poliestireno, 4-
aminoestireno, estireno, amino poliestireno, acido polilactico (PLA), acidopolilacticoco-glicolico
(PLGA), poli(N-vinilpirrolidona) (PVP), polietilen glicol (PEG), policaprolatona, acido poliacrilico
(PAA), poli metil metacrilato, poliacrilamida, chitosan, gelatina o alginato de sodio, entre otros
polimeros. En una realizacion particular, la nanoparticula comprendida en la sonda de la

invencién es de poliestireno o 4-aminoestireno.
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En otra realizacién particular, la nanoparticula comprendida en la sonda de la invencion esta
entrecruzada con divinilbenceno (DVB), 1,4-bis(4-vinilfenoxi)butano, bis(2-
metacriloil)oxietildisulfuro, azobisisobutironitrilo (AIBN), dihidrocloruro de 2,2'-azobis(2-
metilpropionamidina) o benzoilperoxido (BPO). De forma preferente, esta nanoparticula esta

entrecruzada con divinilbenceno.

En otra realizacién particular, la nanoparticula esta funcionalizada con grupos amino, carboxilo
(en particular acido carboxilico), maleimida, azida, alquino, tetrazina, tiol, ciclooctino, alcohol.

Preferentemente la nanoparticula esta funcionalizada con grupos amino (animofuncionalizada).

En una realizacién aun mas preferente, la nanoparticula comprendida en la sonda de la invenciéon

es de poliestireno, esta entrecruzada con divinilbenceno y funcionalizada con grupos amino.

En una realizacién preferente, la sonda de la invencién comprende fluoréforos que a su vez son
agentes quelantes, por lIo que no necesita la incorporaciéon de agentes adicionales. De esta

forma, en la sonda de la invencién los iones metalicos se encuentran quelados a los fluoréforos.

No obstante, en otra realizacién particular, la sonda de la invencién comprende al menos un
fluoréforo que no es agente quelante junto con al menos un agente quelante como, por ejemplo,
acido dietilentriaminopentaacético (DTPA), dietilentriamino, acido etilendiaminotetraaceético
(EDTA). Asi, en ofra realizaciéon preferente, los fluordéforos estan funcionalizados con grupos

sulfonatos, que actuan como agentes quelantes.

En ofra realizacién particular, los fluordéforos unidos covalentemente a la nanoparticula
comprendida en la sonda de la invencién son fluoroforos de la familia de los cianinas, una familia
sintética de fluoroforos que pertenece al grupo de polimetinas, preferentemente cianinas

seleccionadas del conjunto formado por Cy3, Cy5y Cy7.

En otra realizacion particular los metales que se encuentran quelados al fluorérofo en la sonda
de la invencidn son isétopos de paladio o de lantanidos, preferentemente isétopos de metales
seleccionados del grupo formado por Pr, Nd, Nd, Sm, Eu, Gd, Tb, Dy, Ho, Er, Tm, Yb, Luy Pd,

mas preferentemente Pd.

En una realizacion particular, la sonda de la invencidon comprende varios isétopos del mismo
metal (Fig. 1, B). En una realizacién preferente, la sonda comprende varios isétopos de metales
seleccionados del grupo formado por Pr, Nd, Nd, Sm, Eu, Gd, Tb, Dy, Ho, Er, Tm, Yb, Luy Pd.
En una realizacién mas preferente, la sonda de la invencién comprende varios is6étopos de

paladio.
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El tamafo de la nanoparticula comprendida en la sonda de la invencidn esta comprendido entre
100 y 2000nm (nandmetros), preferentemente entre 1000 y 2000nm, preferente entre 100 y

300nm mas preferentemente entre 400 y 900nm.

Las sondas de la invencion se han disefiado para el desarrollo de ensayos celulares y sirven
como sondas, en adelante tanto en citometria de flujo (FACS) como en citometria de masas
(CyTOF).

La sondas presentadas en esta invencion permiten el marcaje de células vivas al entrar en las
células sin ofrecer ninguna citotoxicidad y sin necesidad de permeabilizar las células, de tal
forma, que permite el cultivo prolongado de células marcadas con estos marcadores. Ademas,
estas sondas no son especificas de ningun tipo celular por lo que pueden ser usadas para
distintos tipos de linajes celulares permitiendo ser usadas para codificar distintas lineas celulares

y su posterior co-cultivo.

Procedimiento de la invencion

En un segundo aspecto, la invencidn se refiere a un procedimiento de sintesis de sondas de la

invencion, en adelante “procedimiento de sintesis de la invencion’.

El procedimiento de sintesis de la invencién comprende las siguientes etapas:

¢ Emulsién y polimerizacion de un material que comprende un mondémero conformado
por cadenas heterocarbonadas, un agente de entrecruzamiento, un iniciador de la
polimerizacion y un monémero que comprende al menos un grupo amina o
carboxilico, preferentemente amina, para obtener una nanoparticula entrecruzada y
funcionalizada, y preferentemente aminofuncionalizada.

e Conjugacién entre los aminos de la nanoparticula resultante en la fase anterior con
los grupos acidos de fluoréforos mediante reacciones de fase solida.

e Incorporacion de metales mediante quelacion de los iones metalicos con los

fluoroforos

A continuacién se describe con mayor detalle cada una de estas etapas:

Emulsion-polimerizacién para obtener una nanoparticula entrecruzada y aminofuncionalizada.

Esta etapa se basa en el proceso encuentra descrito en [Sanchez-Martin y col., 2005,
ChemBioChem, 6, 1341-1345].
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Los materiales de partida para el proceso de emulsién-polimerizacion contienen cadenas
heterocarbonadas, (cadenas que contienen principalmente carbono e hidrégeno, pero que
también incluyen heteroatomos como nitrégeno, oxigeno o azufre).

A modo de ejemplo se puede emplear poliestireno, 4-aminoestireno, estireno, amino poliestireno,
acido polilactico (PLA), acidopolilacticoco-glicolico (PLGA), poli(N-vinilpirrolidona) (PVP),
polietilen glicol (PEG), policaprolatona, acido poliacrilico (PAA), poli metil metacrilato,

poliacrilamida, chitosan, gelatina o alginato de sodio, entre otros polimeros.

En una realizacién preferente, se utilizan estireno y 4-aminoestireno como material de partida.

Ejemplos de agentes de entrecruzamiento aptos para llevar a cabo el procedimiento de la
invencién son, divinilbenceno (DVB), 1,4-bis(4-vinilfenoxi)butano, bis(2-
metacriloil)oxietildisulfuro, azobisisobutironitrilo (AIBN), dihidrocloruro de 2,2'-azobis(2-
metilpropionamidina) o benzoilperoxido (BPO). De forma preferente, el agente de

entrecruzamiento empleado es divinilbenceno (DVB).

Tras el proceso de emulsion y polimerizacion se puede obtener una nanoparticula funcionalizada,
es decir, una nanoparticula en la que el extremo final de las cadenas heterocarbonadas que
comprenden el polimero que es nuestra nanoparticula, se encuentra funcionalizado.

La funcionalizacion de la nanoparticula se puede realizar con grupos amino, carboxilo (en
particular acido carboxilico), tiol, maleimida, triazina, tetrazina, tiol, ciclooctino, alcohol o
mediante crlick-chemistry (incluyendo grupos azida y alquino). En una realizacién preferente la

funcionalizacion se realiza con grupos amino.
En una realizacion preferente, el procedimiento de la invencién consiste en un proceso de
emulsion-polimerizacion usando poliestireno o 4-aminoestireno, usando divinilbenceno (DVB)

como agente de entrecruzamiento.

Conjugacién entre los aminos de la nanoparticula resultante en la fase anterior con los grupos

acidos de fluoroforos

En esta etapa se llevan a cabo reacciones de funcionalizacién de las nanoparticulas con cadenas
heterocarbonosas que pueden ser ramificadas, y que de ahora en adelante se llamaran "cadena
de carbono", mediante la reacciéon entre los grupos funcionales acido, amino, carboxilo (en
particular acido carboxilico), tiol, maleimida, triazina, tetrazina, tiol, ciclooctino, alcohol, azida y
alquino entre otros, de la cadena de carbono y los grupos funcionales amino, carboxilo (en
particular acido carboxilico), tiol, maleimida, triazina, tetrazina, tiol, ciclooctino, alcohol, azida y
alquino de las nanoparticulas aminofuncionalizadas. La cadena de carbono contiene uno 0 mas
grupos adecuados para formar un enlace covalente con las moléculas activas y al mismo tiempo

genera un espacio entre la nanoparticula y dichas moléculas. Son cadenas de longitud variable



10

15

20

25

30

35

WO 2018/224719 PCT/ES2018/070413
14
gue tienen grupos capaces de formar enlaces covalentes, en particular los grupos ortogonales
entre ellos, es decir, que se desprotegen con diferentes procedimientos durante la sintesis. Su
presencia mejora la biocompatibilidad y disminuyen las interacciones entre la nanoparticula y las
moléculas activas. Ejemplos de tales cadenas incluyen cadenas con un numero de carbonos
entre 6 y 24; cadenas de glicoles metoxipolietilénicos; cadenas de dimetilsuberimidato; cadenas
de glicoles polialquilicos, en particular polietilenglicoles, entre las que preferentemente se usa la
cadena de 4,7,10-triossa-1,13-tridecanediammina (espaciador PEG). La longitud de la cadena
también se puede modificar de acuerdo con las necesidades (impedimento estérico de las
moléculas que se van a unir, condiciones de reaccidn, etc.) mediante la adicion de mas cadenas

heterocarbonadas.

En una realizacién particular, el reactivo de acoplamiento empleado en la reaccién de sintesis en
fase solida se selecciona de entre HOBt, DIC, Oxyma Pure® o EDCusando DMF como

disolvente.

En una realizacién preferente los fluoréforos empleados en esta etapa tienen estructura tipo
cianinas, mas preferentemente cianinas seleccionadas del grupo formado por Cy3, Cy5y Cy7,y
mas preferentemente cianinas seleccionadas del grupo formado por Cy3, Cy5 y Cy7
funcionalizadas con grupos sulfonatos. En una realizacidn aun mas preferente se hacen
reaccionar los fluoréforos Cy3, Cy5 y Cy7 sulfonados (Sulfo-Cy3, Sulfo-Cy5 y sulfo Cy7,
respectivamente) a través de sus grupos acidos carboxilicos previamente activados mediante

una funcionalizacion tipo NHS éster.
A modo de ejemplo, se puede emplear Sulfo-Cy5 con maleimida, amina, acido carboxilico, azida,
tiol, maleimida, alquino y con tetrazina, 1o que permitiria usar nanoparticulas funcionalizadas con

tiol, acido carboxilico, y también por azida.

Incorporacién de metales mediante quelacién de los iones metalicos con los fluoroforos

En esta ultima etapa se incorpora al menos un metal a la sonda mediante quelacién de iones
metalicos con los fluoréforos.

En el caso en el que los fluoréforos no sean quelantes, se incorporard previamente o
posteriormente un agente quelante. En este caso se usa una cadena de carbono ramificada que
contenga dos grupos funcionales capaces de formar enlaces covalentes. En particular, los
grupos funcionales capaces de formar enlaces covalentes llevan grupos protectores ortogonales.
Asi, una vez unida la cadena de carbono a la nanoparticula se lleva a cabo el siguiente proceso:
(i) desproteccién de uno de los grupos funcionales de la cadena de carbono; (ii) conjugacion de,

o bien el fluoréforo o bien el agente quelante; (iii) desproteccion del otro grupo funcional de la
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cadena carbonada; (iv) conjugacién de, o bien el fluoréforo o bien el agente quelante. Este
procedimiento permite el acoplamiento mediante enlaces amida tanto de los fluoréforos de forma
directa, como de diferentes cadenas de carbono tales como polietilenglicol o lisina, que actuan
de espaciadores entre las cadenas poliméricas y los fluoréforos, por lo que en una realizacidon
mas preferente, el procedimiento comprende una fase, anterior a la incorporacién de los agentes
quelantes o de los fluoréroforos, que incorpora espaciadores entre los fluoréforos y las cadenas
poliméricas. Para ello se hace reaccionar los grupos funcionales acido de los espaciadores
quimicos (como polietilenglicol o glicina) con los grupos funcionales amino de las nanoparticulas
aminofuncionalizadas mediante protocolos de sintesis de péptidos en fase sélida. La introduccion
de espaciadores quimicos es necesario para la separacién del nucleo de la nanoparticula de la
biomolécula final que se acopla, para evitar problemas de impedimento estérico, no viéndose
comprometida su acoplamiento a la nanoparticula ni el desarrollo de su funcién quimica o

bioldgica.

Procedimiento de “barcoding” utilizando las sondas de la invencién

Como se ha indicado, las nanoparticulas de la invencién pueden comprender metales con distinta
masa atomica y/o isétopos de un mismo metal de forma que puedan ser detectados mediante
citometria de masas y también pueden contener varios fluoréforos, preferentemente fluoréroforos
consistentes en cianinas funcionalizadas con grupos sulfonatos, mas preferentemente cianinas

seleccionadas del grupo formado por Cy3, Cy5 y Cy7, funcionalizadas con grupos sulfonatos.

Por tanto, en un tercer aspecto, la presente invencién se refiere a un procedimiento de

codificacion celular por cédigo de barras o barcoding, en adelante “procedimiento de barcoding

de la invencién’ que emplea las nanoparticulas de la invencién.

Concretamente, el procedimiento de barcoding de la invencidén permite discriminar distintos tipos
celulares en funcion del tipo de nanoparticulas con el que sean nanofectadas debido a la
combinacion unica, predefinida, de un fluoréforo y distintos isdétopos de paladio en la misma
sonda. Esta combinacion unica, detectada mediante citometria de masas y citometria de flujo,
permite que las sondas actuen como codigos de barras, constituyendo cada combinacion de
fluoréfo e isdtopos de paladio un cédigo diferente al resto. De esta forma se puede hacer una

lectura simultanea de distintas lineas celulares.

Capacidad de discriminacion de cdédigos mediante citometria de masas y citometria de flujo.

La capacidad de discriminacién de cada cédigo mediante citometria de masas y/o citometria de
flujo es necesaria y fundamental para la realizaciéon posterior de co-cultivos celulares. Para ello
se debera, después de haber analizado y caracterizado cada serie de sondas codificadas por

separado (apartado anterior), incubar cada una de las sondas codificadas (Figura 2) con distintos
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tipos de lineas celulares. De esta forma una linea celular determinada tendra una combinacion
especifica de isétopos y/o fluordforo que podran posteriormente ser identificados por la citometria
de masas y/o citometria de flujo. Una vez que las células se incuban con las sondas, estas
“entran” en las células sin necesidad de ningun ligando o receptor especifico y sin producir ningun
efecto citotdxico. Una vez marcadas cada linea celular, éstas se co-cultivan en las mismas

condiciones y posteriormente se analizan por citometria de masas y/o citometria de flujo.

Otro aspecto consiste en usar una linea unica celular que puede ser una linea celular primaria y
codificar distintos tratamientos que se lleven a cabo en esa linea celular, de tal forma que las
distintas respuestas fenotipicas a los distintos tratamientos puedan ser leidos de forma

simultanea.

Liberacidon de farmacos en el interior de células vivas

En un cuarto aspecto, la a presente invencion se refiere al uso de las sondas de la invenciéon
para activar pro-farmacos mediante catalisis citoplasmatica de reacciones organometalicas en el

interior de células vivas.

La capacidad de entrar en células vivas de la sonda de la invencion permite introducir un
profarmaco en el interior de una célula, liberando el farmaco activo mediante un proceso de

catdlisis organometalica entre el metal de la sonday el profarmaco.

De forma particular, en otro aspecto, la invencion se refiere a un método de tratamiento que

comprende la administracion de principios activos unidos a la sonda de la invencién.

Ejemplos de farmacos modificados que se pueden administrar junto con la sonda de la invencién
son aquellos cuyos profarmacos se activan con metales como farmacos tales como 5-fluoruracilo

(5-FU), gemcitabina, cladribina o citarabina.

MODOS DE REALIZACION

1. Sintesis de sondas que comprenden nanoparticulas entrecruzadas vy

aminofuncionalizadas de poliestireno (NPs), fluoréforos tipo cianinas y paladio.

La sintesis de las sondas se realiz6 siguiendo los siguientes pasos:

Emulsion-polimerizacién para obtener una nanoparticula entrecruzada y aminofuncionalizada.
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- Se llevé a cabo un proceso de emulsion-polimerizacion de estireno y 4-aminoestireno
con un agente de entrecruzamiento para obtener una nanoparticula aminofuncionalizada.
Para ello se empled una solucién acuosa de: (i) estireno como monomero principal; (ii)
divinilbenzeno (DVB), como agente entrecruzante; (iii) vinilboenzilamina clorhidrato
(VBAH) que se usa como el monomero que aporta los grupos aminicos.

- Lareaccion se llevd a cabo a 80 ° C en atmosfera inerte y usando sulfato de magnesio
como agente estabilizante. Pasados 30 minutos desde el inicio de la reaccién se afadié
el iniciador radicalario hidrosoluble, el 2-diidrocloruro-2'-azobis- (2-metilpropionamida) (V-
50). La reaccién se mantuvo durante otras dos horas bajo agitacion. De este modo se

obtuvieron nanoparticulas con diametros comprendidos entre 100 y 2000 nandmetros.

Conjugacién entre los aminos de la nanoparticula resultante en la fase anterior con los grupos

acidos de fluoroforos

Para llevar a cabo la etapa de conjugacion entre los grupos aminos de las nanoparticulas y los
acidos de los fluoroforos, las nanoparticulas se acondicionaron previamente mediante su lavado,
tres veces, con dimetilformamida (DMF), a través de ciclos de suspensién-centrifuagacion
(13.400 rpm, 3 minutos). Posteriormente, 75 equivalentes de acido fmoc-4,7,10-trioxa-1,13-
tridecanediaminasucinamico(Fmoc-PEG-OH) o Fmoc-Glicina se disolvieron en 1 mL de DMF
junto con 75 equivalente de Oxyma y 75 equivalente de N,N’-diisopropilcarbodiimida (DIC). La
mezcla se agité a temperatura ambiente durante 10 minutos. Pasado ese tiempo, la soluciéon se
anadida las nanoparticulas secas, se suspendio, y la suspension se dej6 agitando a 60°C y 1.400
rpm durante 2 horas.

Pasadas las 2 horas, las nanoparticulas se lavaron con tres ciclos de suspensién-centrifugacion
(13.400 rpm, 3 minutos) para obtener las nanoparticulas Fmoc-PEGiladas La desproteccion del
grupo protector Fmoc (fluorenilmetoxicarbonilo) se llevé a cabo mediante un tratamiento
consistente en tres lavados de 20 minutos con 1 mL de 20% piperidina en DMF. Después del
tratamiento con piperidina, se realizaron tres lavados con 1 mL de DMF (13400 rpm, 3 minutos)

mediante ciclos de suspensidn-centrifugacion.

Incorporacién de metales mediante quelacién de los iones metalicos con los fluoroforos

Para la conjugacién del fluoréforo tipo cianina (Cy3, Cy5 o Cy7) a la nanoparticula, y quelacién
al metal correspondiente (paladio), se utilizé una solucién madre de 1 mg/mL del fluoréforo tipo
cianina (sulfo-fluoréforo NHS éster) en DMF y una solucién 10 mM de acetato de paladio en DMF.
Se toma el mismo volumen de solucién de fluoréforo que el volumen de nanoparticulas con el
que se esta trabajando (gj. si se trabaja con 50 pL de nanoparticulas, se usan 50 UL de solucion
de fluoréforo), y se le afladen 2 L de N,N-diisopropiletilamina (DIPEA) y se agita. A la mezcla
se le afade el mismo volumen de solucidén de paladio 10 mM en DMF y se vuelve a agitar .La
mezcla se anade a las correspondientes nanoparticulas con grupos polietilenglicol secas y se

suspende. La suspension se deja en agitacion a temperatura ambiente, a 1.400 rpm, durante 14



10

15

20

25

30

35

WO 2018/224719 PCT/ES2018/070413
18
horas en ausencia de luz. Al dia siguiente las sondas se lavan tres veces mediante ciclos de
suspension-centrifugacién con DMF (13.400 rpm, 3 minutos) y con metanol (13.400 rpm, 5
minutos). Una vez estan acondicionadas las nanoparticulas en metanol, se centrifugan, se
elimina el sobrenadante, se afiade 1 mL de una solucién de hidrazina al 10% en metanol para
reducir el paladio (Il) a paladio (0), y se suspende. La suspensiéon se agita a temperatura
ambiente durante 30 minutos, a 1.400 rpm, a temperatura ambiente, en ausencia de luz.
Inmediatamente después, se centrifugan las sondas (13.400 rpm, 5 min) y se lavan tres veces
con ciclos de suspension—centrifugacion con metanol (13.400 rpm, 5 min) y tres veces con agua
(13.400 rpm, 8 min), y finalmente se suspenden en el mismo volumen de agua que el volumen

de nanoparticulas con el que se empezé a trabajar (ej. 50 uL).

Caracterizacién de las sondas.

Con este procedimiento, se sintetizaron dos conjuntos de sondas consistentes en nanoparticulas
entrecruzadas de poliestireno de 500nm aminofuncionalizadas con un fluordforo tipo cianina
funcionalizado con un grupo sulfonato (Un atomo de azufre que se une a la cadena
heterocarbonada central de la cianina y que a su vez va unido a tres atomos de oxigeno) (Sulfo-
Cy5 o Sulfo-Cy3) y con tres isétopos de paladio distintos (Pd105, Pd106, Pd108 o Pd102, Pd105,
Pd108)

2. Uso como marcadores intracelulares en células vivas.

Como prueba de concepto se evalud la eficiencia de las sondas sintetizadas como marcadores
intracelulares en células vivas. Se realizaron tres evaluaciones de sondas marcadas con una
mezcla de isétopos de paladio a la vez que marcadas con el fluoréforo Cy5:

(i) Eficiencia de nanofeccion, numero de nanoparticulas/sondas necesarias para alcanzar 295%

de nanofeccion.

(i) Biocompatibilidad: Para descartar una posible toxicidad celular del paladio se realizaron

estudios de proliferacion celular en células de cancer de mama MDA-MB-231 durante seis dias
en contacto con sondas cargadas con paladio control (Fig. 2, A). La ausencia de diferencias
significativas demuestra la alta biocompatibilidad de estas sondas y su inocuidad como
marcadores en co-cultivo (Fig. 2, A).

(iiiy Ensayos de nanofeccién: Utilizando esta misma linea de cancer de mama se determind la

eficiencia en la captacion de las sondas a diferentes tiempos y concentraciones de sondas
mediante citometria de flujo y citometria de masas, validando los resultados de las dos técnicas
y su alta reproducibilidad. En ambos casos las células que captan sondas aparecen como
positivas (Fig. 2, B-D). c. Numero de sondas necesario para conseguir 295% de Nanofeccién
(MNF=95%) [Unciti-Broceta, JD et al: Number of Nanoparticles per Cell Through a

Spectophotometric Method — A key parameter to Assess Nanoparticle-based Cellular Assays.
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Scientific Reports, 5 (2015) 10091]. Incrementando progresivamente el numero de
nanoparticulas se consigue saturar el sistema, apareciendo 295% de células cargadas con
nanoparticulas duales. Este numero de sondas es el necesario para realizar con éxito el marcaje

por codigo de barras de diferentes is6topos de paladio.

3.- Codificacién Celular por Cédigo de Barras

El experimento base para Codificacion Celular por Codigo de Barras consistié en:

1. Funcionalizacion con isétopos de paladio y fluoréforos: las sondas (Fig. 3) consistieron en
nanoparticulas funcionalizadas con un fluoréforo tipo cianina (Sulfo-Cy5 o Sulfo-Cy3) y con una
combinacion de tres isétopos de paladio distintos seleccionados del grupo '%2Pd, '%°Pd, '%Pd y
1%pd, con una proporcion determinada y conocida. De esta forma obtuvimos diferentes cédigos
de barras en funcién de la combinacion de fluordforo e isétopos de paladio que contiene cada
sonda. Posteriormente, se llevd a cabo una caracterizacién mediante citometria de flujo (FACS)
y citometria de masas (CyTOF) de cada sonda.

2. Ensayo celular primario: Sobre un cultivo de células vivas, se aiadié al medio un tipo de sonda
(codigo de barra), que fueron internalizadas por las células al cabo de un periodo de tiempo
establecido. Pasado ese tiempo, se procedié al analisis de dichas células, comparadas con un
control de células con nanoparticulas sin funcionalizar y células sin nanoparticulas, mediante
citometria de flujo (FACS) y citometria de masas (CyTOF).

3. Ensayo celular secundario: Una vez validada la deteccion del coédigo de barras
correspondiente en las células, se procedié a realizar un analisis de varios cddigos de barras en
distintos tipos celulares. Paraello, se eligieron 2 cddigos de barras diferentes y se anadieron, por
separado, cada cédigo a un tipo celular concreto. Posteriormente, ambos cultivos celulares
fueron mezclados y analizados por citometria de flujo (FACS) y citometria de masas (CyTOF).Se
han sintetizado y caracterizado 8 tipos diferentes de nanoparticulas (NP), incluyendo, al menos,
un fluoréforo (Cy5 o Cy3) y un isétopo de paladio ('®Pd, ""°Pd y Pd(OAc), -una mezcla de
isdtopos-): NP-Cy5-"%Pd, NP-Cy5-""9Pd, NP-Cy5-Pd(OAc),, NP-Cy5-%°Pd-1"°Pd, NP-Cy3-1%Pd,
NP-Cy3-""°Pd, NP-Cy3-Pd(OAc). y NP-Cy3-'%°Pd-""°Pd. En total, 8 codigos de barras.

Caracterizacion mediante citometria de flujo (FACS) y citometria de masas (CyTOF)

Primeramente se llevé a cabo la caracterizacion mediante citometria de flujo (FACS), debido a
la presencia del fluoréforo (Figuras 6 y 7). Posteriormente, se llevd a cabo la caracterizacion de
las nanoparticulas mediante citometria de masas (CyTOF) para comprobar la presencia
especifica del isétopo '%°Pd (figuras 8 y 12) y del is6topo '"°Pd (figuras 9 y 13), de la mezcla de
los isotopos '%°Pd y ""°Pd (figuras 10 y 14), y de todos los isétopos (se eligieron '®Pd, '"°Pd y

'%5pd) en el caso de las NPs funcionalizadas con Pd(OAc): (figuras 11y 15).
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Ensayos de viabilidad celular

Para evaluar la toxicidad de las NPs se realizaron ensayos de viabilidad celular basados en
resarzurina sodica. Se utilizaron células tumorales MDA-MB-231 incubadas durante 96h, hasta
con 40.000 Np por célula, en placas de 96 pocillos, con 3.000 células por pocillo. Los ensayos
de viabilidad celular muestran una viabilidad similar entre las NPs metalofluorescentes y las NPs

control, sin funcionalizar, demostrando que no son téxicas (figura 16).

Caracterizacion de células tumorales MDA-MB-231 nanofectadas con NPs metalofluorescentes

Para la nanofeccion de las células, se realizaron ensayos de uptake celular, con el objetivo de
determinar la cantidad 6ptima de NPs necesarias para obtener una sefal adecuada mediante
FACS..

Se incubaron las células MDA-MB-231 durante 6h con las NPs metalofluorescentes, a cantidades
crecientes de NPs por célula hasta 10.000 NPs/célula, en placas de 24 pocillos, a 50.000
células/pocillo. Los resultados muestran que al utilizar 5.000 NPs/célula, las NPs entran en las

células tumorales MDA-MB-231 y que son detectables mediante FACS (figura 17).

En cuanto a los ensayos de caracterizacién mediante CyTOF, se eligié nanofectar las células
MDA-MB-231 con 5.000 NPs/célula, durante 3h, en placas de 6 pocillos, con 1.000.000
células/pocillo.
Se realizaron 5 experimentos diferentes, por duplicado, de células MDA-MB-231 nanofectadas
con NPs metalofluorescentes, utilizando como control células MDA-MB-231 que no habian sido
incubadas con nanoparticulas (figura 18). Para ello, las células MDA-MB-231 se incubaron con
las NPs durante el tiempo establecido, para, posteriormente, realizar un marcaje de los nucleos
celulares con Iridio (Ir), siguiendo protocolos ya establecidos por Fluidigm para CyTOF:
1. MDA-MB-231 + NP-Cy5-'%Pd (figura 19)
2. MDA-MB-231 + NP-Cy5-""9Pd (figura 20)
3. MDA-MB-231 + NP-Cy5-'Pd / MDA-MB-231 + NP-Cy5-""°Pd (50%-50%): En este
caso, se incubaron las células con cada tipo de NP por separado y, en el momento de
preparar el tubo para CyTOF, se mezclaron las células nanofectadas con NP-Cy5-'%Pd
y las células nanofectadas con NP-Cy5-'"°Pd, en una proporcion de 50%-50%, hasta
alcanzar la misma concentracion de células/mL que en los experimentos anteriores (figura
21).
4. MDA-MB-231 + NP-Cy5-"%°Pd / MDA-MB-231 + NP-Cy5-'"°Pd (25%-75%): En este
caso, se incubaron las células con cada tipo de NP por separado y, en el momento de
preparar el tubo para CyTOF, se mezclaron las células nanofectadas con NP-Cy5-'%Pd

y las células nanofectadas con NP-Cy5-'"°Pd, en una proporcion de 25%-75%, hasta
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alcanzar la misma concentracion de células/mL que en los experimentos anteriores (figura
22).
5. MDA-MB-231 + NP-Cy5-'Pd / MDA-MB-231 + NP-Cy5-""°Pd (75%-25%): En este
caso, se incubaron las células con cada tipo de NP por separado y, en el momento de
preparar el tubo para CyTOF, se mezclaron las células nanofectadas con NP-Cy5-'%Pd
y las células nanofectadas con NP-Cy5-'"°Pd, en una proporcion de 75%-25%, hasta
alcanzar la misma concentracion de células/mL que en los experimentos anteriores (figura
23).

El andlisis de CyTOF se realiz6 con FlowJo, seleccionando la poblacién celular que contenia las
NPs metalofluorescentes. Para la interpretacion de los resultados obtenidos de CyTOF, se tuvo
en cuenta el porcentaje de sefal positiva para cada isétopo de Pd respecto de Iridio y de la
longitud del evento (“Event Length”), en los duplicados, obteniendo, por tanto, 4 datos de
porcentaje de sefial positiva para cada canal. De esta forma, se analiz6 tanto la poblacién Ir/Pd
++, correspondiente a las NPs presentes en las células, como a la poblacion Event Length/Pd +,
que representa “cuentas” de las sefales de Pd obtenidas a lo largo del experimento, dentro de

la poblacion "'Ir/'®Ir ++ (células). Los resultados obtenidos pueden observarse en la Tabla 1.

EXPERIMENTO Canal '"®Pd Canal ""°Pd % '*Pd % ""°Pd
NP-Cy5-'%pd 33.31% - 100 -
NP-Cy5-""°Pd - 15.5% - 100

50%-50% 18.1% 8.06% 50 52
25%-75% 12.02% 12.8% 36 83
75%-25% 33.5% 4.26% 100 27

Tabla 1.- Resultados del analisis CyTOF para cada canal

- Canal '°Pd: representa el porcentaje de la poblacion positiva para el isétopo '®°Pd

- Canal ""°Pd: representa el porcentaje de la poblacion positiva para el isétopo ''°Pd

- % '%Pd: corresponde al porcentaje que la sefial de un experimento determinado representa
frente a la sefial generada en el canal del isétopo '%®Pd, cuando las células son nanofectadas
solo con NP-Cy5-"%Pd.

- % "°Pd: corresponde al porcentaje que la sefial de un experimento determinado representa
frente a la sefial generada en el canal del isétopo ''°Pd, cuando las células son nanofectadas
solo con NP-Cy5-""°Pd.

Se observa como el isotopo '"°Pd genera una sefial mas baja que el isétopo '%Pd,
aproximadamente, la mitad.

Se identifica claramente como la sefial de ambos isétopos se disminuye hasta la mitad, cuando
se utiliza una mezcla al 50% de células conteniendo las NP-Cy5-'%Pd y las NP-Cy5-1"°Pd.
Cuando se utiliza una mezcla de 25% de células conteniendo NP-Cy5-'%Pd y un 75% de células

conteniendo NP-Cy5-'"°Pd, se observa como la sefial del isétopo '®Pd cae hasta un 36%,
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mientras que la sefial del isétopo "'°Pd aumenta hasta un 83%. Este descenso de un isétopo y
el aumento de sefal del otro corresponden a un resultado cualitativo esperado.
Lo mismo ocurre cuando se utiliza una mezcla de 75% de células conteniendo NP-Cy5-Pd'%Pd,
y 25% de células conteniendo NP-Cy5-Pd'"°Pd, donde se produce un aumento hasta el 100%

de la sefal para el isétopo '®Pd, y una caida hasta el 27% de la sefial del isétopo ""°Pd.

Con estos resultados se concluye que:

1) Hemos sido capaces de sintetizar y caracterizar NPs metalofluorescentes con diferentes
fluoréforos (Cy5 y Cy3) y con diferentes isétopo de Pd (106, 110, 106+110 y una mezcla de
isétopos). Ademas, cada una de las NPs sintetizadas corresponde a un cédigo especifico que
puede ser utilizado para codificar células

2) Las NPs metalofluorescentes son incorporadas por las células, comportandose de manera no
toxica.

3) Las NPs metalofluorescentes incorporadas dentro de las células son facilmente detectables
mediante citometria de flujo (FACS) y mediante citometria de masas (CyTOF), comportandose
como sondas duales.

4) Hemos conseguido realizar los primeros ensayos de codificacion celular mediante citometria
de masas, donde la utilizacién de un codigo u otro (NP-Cy5-'%Pd y NP-Cy5-""°Pd) o la mezcla
en diferentes proporciones de ambos codigos (50%-50%, 25%-75% y 75%-25%) generara

sefales totalmente diferentes en CyTOF.

4. Ensayos de liberaciéon de farmacos mediante catélisis organometalica.

Se produjeron varias sondas que comprenden Pd (0) como metal y Cy5-PEG-NPsy como
fluoréforo mediante la reduccién in situ de Pd (II) a Pd (0). La sintesis de estas particulas siguid
el mismo protocolo para el acoplamiento de sulfo-Cy5 y quelacion con Pd (Il) descrito en el

ejemplo 1.

A continuacién, para conseguir que se produzca la organocatalisis, Pd (ll) se redujo a Pd (0)
mediante la adicién de 150 pl de hidrazina al 10% en metanol. La mezcla de reacciéon se dejé
agitar a temperatura ambiente durante 30 min. Después se lavaron los NP con tres ciclos de
centrifugacion en suspension con metanol (13.400 rpm, 5 min) y agua (13.400 rpm, 8 min), antes

de finalmente suspenderse en agua.

La eficacia de la reduccién de paladio se evaludé mediante la reaccién de desproteccion mediada
por Pd (0) del compuesto bis-aliloxicarbonil rodamina (Figura 4). Este compuesto no es

fluorescente en esa forma mientras que si lo es cuando se encuentra en contacto con Pd (0).
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En el caso de gemcitabina y 5-FU, se comprob6 que sus pro-farmacos entraron en contacto con
la sonda de paladio, la catalisis organometalica provoca su activacién al entrar en contacto con

el paladio (Figura 5), lo que permite que se liberen en el interior de la célula.
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REIVINDICACIONES

Sonda para realizar citometria de flujo y/o citometria de masas que comprende al menos
una nanoparticula polimérica entrecruzada y funcionalizada, al menos un fluoréforo
conjugado con la nanoparticula y al menos un metal quelado al fluoréforo.

Sonda segun reivindicacién anterior caracterizada por que la nanoparticula es de
poliestireno o de 4-aminoestireno.

Sonda segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores caracterizada por que la
nanoparticula esta entrecruzada con divinilbenceno (DVB), 1,4-bis(4-vinilfenoxi)butano,
bis(2-metacriloil)oxietildisulfuro, azobisisobutironitrilo (AIBN), dihidrocloruro de 2,2'-
azobis(2-metilpropionamidina) o benzoilperoxido (BPO), preferente entrecruzada con
divinilbenceno.

Sonda segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores caracterizada por que la
nanoparticula esta funcionalizada con grupos amino, carboxilo, tiol, maleimida, tiazina,
tetrazina, tiol, ciclooctino, alcohol, azida o alquino, preferentemente funcionalizada con
grupos amino.

Sonda segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores caracterizada por que los
fluoréforos que comprende son agentes quelantes.

Sonda segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 que comprende al menos un
fluoréforos no es un agente quelante junto con al menos un agente quelante.

Sonda segun reivindicacion anterior caracterizada por que los fluoréforos que comprende
estan funcionalizados con grupos sulfonados.

Sonda segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores caracterizada por que los
fluorérofos son cianinas, preferentemente cianinas seleccionadas del conjunto formado
por Cy3, Cy5 y Cy7.

Sonda segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores caracterizada por que los
metales que se encuentran quelados al fluorérofo son isétopos de paladio o de lantanidos
Sonda segun reivindicacion anterior en la que los metales son mezcla de isétopos de
metales seleccionados del grupo formado por Pr, Nd, Nd, Sm, Eu, Gd, Tb, Dy, Ho, Er,
Tm, Yb, Lu y Pd, preferentemente Pd.

Sonda segun reivindicacidén anterior en la que los metales son is6topos especificos de
metales seleccionados del grupo formado por Pr, Nd, Nd, Sm, Eu, Gd, Tb, Dy, Ho, Er,
Tm, Yb, Luy Pd, preferentemente '%?Pd, "*Pd %°Pd, '%Pd, '%Pd, '"°Pd

Sonda segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores caracterizada por que su
tamano esta comprendido entre 100 y 2000nm, preferentemente entre 1000 y 2000nm,
preferente entre 100 y 300nm mas preferentemente entre 400 y 900nm.

Procedimiento para sintetizar sondas segun reivindicaciones 1 a 11 que comprende las

siguientes etapas:



10

15

20

WO 2018/224719 PCT/ES2018/070413
25

e Emulsién y polimerizacion de un material que comprende un monémero conformado
por cadenas heterocarbonadas, un agente de entrecruzamiento, un iniciador de la
polimerizacion y un monémero que comprende al menos un grupo esta funcionalizada
con grupos amino, carboxilo (en particular acido carboxilico), tiol, maleimida, tiazina,
tetrazina, tiol, ciclooctino, alcohol, azida o alquino, preferentemente amina, para
obtener una nanoparticula entrecruzada aminofuncionalizada.

e Conjugacién entre los aminos de la nanoparticula resultante en la fase anterior con
los grupos acidos de fluoréforos mediante reacciones de fase solida.

¢ Incorporacion de metales mediante quelacion de los iones metdlicos con los
fluoroforos

14. Procedimiento segun reivindicacion anterior caracterizado por que emplea estireno y 4-
aminoestireno como material de partida.

15. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 12 o 13 caracterizado por que el
agente de entrecruzamiento empleado divinilbenceno.

16. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 12 a 14 caracterizado por que los
fluoréroforos empleados son Cy3, Cy5 y Cy7 sulfonados y se conjugan al hacerlos
reaccionar a través de sus grupos acidos carboxilicos previamente activados mediante
una funcionalizacion tipo NHS éster.

17 .- Procedimiento de codificacién celular por codigo de barras que emplea al menos una de

las sondas segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11.

18.- Procedimiento de reaccién organometalica citoplasmatica que emplea al menos una de

las sondas segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11
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