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DESCRIPCION
Microvesiculas llenas de gas con ligando

Campo técnico

La invencién se refiere a nuevas formulaciones de microvesiculas llenas de gas que comprenden un ligando, que
pueden utilizarse ventajosamente en métodos de separacion de células, por ejemplo por flotabilidad.

Antecedentes de la invencion

Los métodos para el aislamiento de una célula deseada de una mezcla compleja de células (por ejemplo en un fluido
fisiolégico como sangre o plasmay) son (tiles en diversos campos biomédicos. En una aplicacion, en el campo de la
terapia génica, se recogen células de un paciente, se tratan para expresar el gen deseado y se administran de nuevo
al paciente. Otra posible aplicacion es para la separacion de células tumorales circulantes (CTC) o biomarcadores
circulantes (por ejemplo biopsia liquida).

Los anticuerpos u otras moléculas se pueden utilizar para etiquetar una célula deseada para el posterior aislamiento.
Los anticuerpos se pueden conjugar con microparticulas o nanoparticulas magnéticas. Al mezclarse con una mezcla
de células heterogénea, las particulas magnéticas se unen a la célula objetivo y después se separan utilizando un
campo magnético. Este concepto se implementa en diversos productos comerciales (Dynabeads , Magnetic-Activated
Cell Sorting "MACS®"). El principal inconveniente es la dificultad para eliminar las perlas de las células objetivo.

Recientemente, se han descrito métodos basados en la flotabilidad (véase, por ejemplo el documento US
2015/0219636) en los que se utilizan microvesiculas o microparticulas encapsuladas como reactivo de clasificacion
celular activada por flotabilidad (BACS). En este caso, la interaccidon microvesicula/célula se realizé también utilizando
anticuerpos u otras moléculas. Como se menciona en el documentoUS2015/0219636, la eficiencia de unién de
microvesiculas aumenta con la densidad de ligando.

El documento WO 2008/028917 A1 divulga una suspensién de microvesiculas llenas de gas que comprenden un
material anfifilo y 0,15-1 % en moles de un lipido que porta un polimero hidréfilo. El gas es un gas biocompatible, como
por ejemplo aire. El material anfifilo es un fosfolipido. El lipido que porta un polimero hidréfilo es un fosfolipido pegilado
que comprende una fraccion reactiva, estando unido dicho fosfolipido pegilado a un ligando a través de dicha fraccion
reactiva.

Sin embargo, como observé el solicitante, una alta densidad de ligando podria promover la agregaciéon de
microvesiculas (o la desestabilizaciéon de preparaciones precursoras de la suspensién de microvesiculas).

Ahora se ha descubierto que las formulaciones que comprenden un fosfolipido y una mezcla adecuada de un
fosfolipido pegilado y de un fosfolipido pegilado que comprende un ligando pueden ser particularmente ventajosas,
particularmente para uso en métodos de separacién de células o materiales biolégicos.

Sumario de la invencion

Un aspecto de la invencién se refiere a una suspensiéon de microvesiculas llenas de gas que comprenden un gas
fisiolégicamente aceptable con una envoltura estabilizante, que comprende:

a) un fosfolipido

b) de 1 % a 8 % en moles de un primer fosfolipido pegilado que comprende una fraccién reactiva, estando
unida al menos una parte de dicho fosfolipido pegilado a un ligando a través de dicha fraccion reactiva; y

c)de 1 % a 12 % en moles de un segundo fosfolipido pegilado;

comprendiendo dicha suspensién menos de 40 % en moles de dicho ligando, ya sea en forma libre o unido a dicho
fosfolipido pegilado, con respecto a la cantidad molar de fosfolipido pegilado que comprende dicho ligando en la
envoltura.

Preferentemente, dicho ligando es capaz de unirse selectivamente a biotina. Mas preferentemente, se selecciona a
partir del grupo formado por avidina, neutravidina y estreptavidina, preferentemente estreptavidina. El ligando esta
unido preferentemente mediante enlace covalente al fosfolipido pegilado.

Preferentemente, la cantidad de ligando no asociado a la envoltura estabilizante es de menos de 33 %, mas
preferentemente menos de 25 % y aln mas preferentemente menos de 20 %.
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La parte del primer fosfolipido pegilado que comprende un ligando esté presente preferentemente en la envoltura
estabilizante en una cantidad molar de 0,03 a 0,75 %, preferentemente 0,05 %-0,7 %, mas preferentemente 0,08-
0,6 %.

Dichos primer y segundo fosfolipidos pegilados ("PE-PEG"), que pueden ser iguales o diferentes, son un fosfolipido
enlazado covalentemente a un polietilenglicol (PEG) que tiene un peso molecular promedio de 1000 a 8000 g/mol,
preferentemente de 2000 a 5000 g/mol. El PEG en dicho primer PE-PEG tiene un peso molecular promedio (AMW)
que puede ser igual, superior o inferior con respecto al AMW del PEG en el segundo PE-PEG. Preferentemente, el
PEG en el primer PE-PEG tiene un AMW que es el mismo o superior al AMW del PEG en el segundo PE-PEG.

En una realizacién, el PEG en el primer y segundo PE-PEG tiene un peso molecular promedio de alrededor de 2000
g/mol (PE-PEG2000); preferentemente, la cantidad molar de dicho segundo PE-PEG es de al menos 3,5 %, mas
preferentemente de al menos 5 %, incluso mas preferentemente al menos 6 %.

En otra realizacion, el PEG en el primer y segundo PE-PEG tiene un peso molecular promedio de alrededor de 5000
g/mol (PE-PEG5000).

En una realizacién adicional, el PEG en el primer PE-PEG tiene un peso molecular promedio de alrededor de 2000
g/mol (PE-PEG2000) y el PEG en el segundo PE-PEG tiene un peso molecular promedio de alrededor de 5000 g/mol
(PE-PEG5000).

En una realizacién adicional, el PEG en el primer PE-PEG tiene un peso molecular promedio de alrededor de 5000
g/mol (PE-PEG5000) y el PEG en el segundo PE-PEG tiene un peso molecular promedio de alrededor de 2000 g/mol
(PE-PEG2000).

En realizaciones preferentes, las microvesiculas llenas de gas de la invencion tienen ventajosamente una densidad
de ligando en la superficie de las mismas de al menos 8000 moléculas/um?, preferentemente de al menos 12000
moléculas/um?2, méas preferentemente de al menos 15000 moléculas/um? y ain mas preferentemente de al menos
18000 moléculas/pm? hasta, por ejemplo, 50000 moléculas/pm?.

También se divulga en el presente documento un método para la fabricacién de un precursor liofilizado para la
preparacién de una suspension de microvesiculas llenas de gas como se definié anteriormente, que comprende:

* preparaciéon de una emulsién organica acuosa que comprende una cantidad molar predeterminada de un
fosfolipido y un fosfolipido pegilado que comprende una fraccion reactiva;

e adicién de una cantidad molar de un ligando funcionalizado a dicha emulsién, siendo dicha cantidad molar
inferior a la cantidad molar de dicho fosfolipido pegilado;

® acoplamiento de dicho fosfolipido pegilado con dicho ligando;

* |iofilizacién de dicha emulsién.

Un aspecto adicional de la invencion comprende el uso de la anterior suspension acuosa de microvesiculas llenas de
gas en un método de separacion de células. Dicho método comprende preferentemente la unién de dichas
microvesiculas a una célula deseada en un liquido fisiolégico y la separacién de dicha célula por flotabilidad.

Descripcion detallada de la invencion

Como se menciona anteriormente, un aspecto de la invencion se refiere a una suspensién de microvesiculas llenas
de gas que comprenden un gas fisiolégicamente aceptable con una envoltura estabilizante. La envoltura estabilizante
comprende un fosfolipido y cantidades predeterminadas de un primer fosfolipido pegilado que comprende un ligando
y de un segundo fosfolipido pegilado. La suspension esta caracterizada ademas por comprender una cantidad de
menos de 40 % en moles de dicho ligando no asociado a la envoltura estabilizante, ya sea en forma libre 0 unido a
dicho fosfolipido pegilado, con respecto a la cantidad molar de fosfolipido pegilado que comprende dicho ligando en
la envoltura.

Fosfolipidos

El término "fosfolipido(s)' como se utiliza en el presente documento incluye ésteres de glicerol con uno o
preferentemente dos residuos (iguales o diferentes) de un acido graso y con un residuo de acido fosférico, en donde
el residuo de acido fosférico esta unido a su vez a un grupo hidréfilo como, por ejemplo, colina (fosfatidilcolinas - PC),
serina (fosfatidilserinas - PS), glicerol (fosfatidilgliceroles - PG), etanolamina (fosfatidiletanoclaminas - PE), inositol
(fosfatidilinositol). Los ésteres de fosfolipidos con solamente un residuo de acido graso se denominan en general en
la técnica las formas "liso" del fosfolipido o "lisofosfolipidos". Los residuos de acidos grasos presentes en los
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fosfolipidos en general son &cidos alifaticos de cadena larga, que contienen tipicamente de 12 a 24 atomos de carbono,
preferiblemente de 14 a 22; la cadena alifatica puede contener una o mas insaturaciones o esta preferiblemente
saturada completamente. Ejemplos de acidos grasos adecuados incluidos en los fosfolipidos son, por ejemplo, acido
laurico, acido miristico, acido palmitico, acido estearico, acido araquidico, acido behénico, acido oleico, acido linoleico
y acido linolénico. Preferiblemente, se emplean acidos grasos saturados tales como écido miristico, acido palmitico,
acido estearico y acido araquidico.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término fosfolipidos incluye productos naturales, preparados por via
semisintética o sintética que se pueden emplear individualmente o como mezclas.

Ejemplos de fosfolipidos de origen natural son lecitinas naturales (derivados de fosfatidilcolina (PC)) tales como,
tipicamente, lecitinas de soja o yema de huevo.

Ejemplos de fosfolipidos semisintéticos son los derivados parcial o0 completamente hidrogenados de las lecitinas de
origen natural. Son fosfolipidos preferentes los diésteres de acidos grasos de fosfatidilcolina, fosfatidilglicerol (PG},
acido fosfatidico (PA), fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilserina (PS), fosfatidilinositol (P1) o de esfingomielina.

Son ejemplos de fosfolipidos preferentes, por ejemplo, dilauroilfosfatidilcolina (DLPC), dimiristoilfosfatidilcolina
(DMPC), dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), diaraquidoilfosfatidilcolina (DAPC), diestearoilfosfatidilcolina (DSPC),
dioleoilfosfatidilcolina (DOPC), dipentadecanoilfosfatidilcolina (DPDPC), 1-miristoil-2-palmitoilfosfatidilcolina (MPPC}),
1-palmitoil-2-miristoilfosfatidilcolina (PMPGC), 1-palmitoil-2-stearoilfosfatidilcolina (PSPQC), 1-estearoil-2-
palmitoilfosfatidilcolina (SPPC), 1-palmitoil-2-oleilfosfatidilcolina (POPC), 1-oleil-2-palmitoilfosfatidilcolina (OPPC),
dilauroilfosfatidilglicerol (DLPG) y sus sales de metal alcalino, diaraquidoilfosfatidilglicerol (DAPG) y sus sales de metal
alcalino, dimiristoilfosfatidilglicerol (DMPG) y sus sales de metal alcalino, dipalmitoilfosfatidilglicerol (DPPG) y sus sales
de metal alcalino, diestearoilfosfatidilglicerol (DSPG) y sus sales de metal alcalino, dioleoilfosfatidilglicerol (DOPG) y
sus sales de metal alcalino, acido dimiristoilfosfatidico (DMPA)} y sus sales de metal alcalino, acido dipalmitoilfosfatidico
(DPPA) y sus sales de metal alcalino, acido diestearoilfosfatidico (DSPA), &cido diaraquidoilfosfatidico (DAPA) y sus
sales de metal alcalino, dimiristoilfosfatidiletanolamina (DMPE), dipalmitoilfosfatidiletanolamina (DPPE),
diestearoilfosfatidiletanolamina (DSPE), dioleilfosfatidiletanolamina (DOPE), diaraquidoilfosfatidiletanolamina (DAPE),
dilinoleilfosfatidiletanolamina (DLPE), dimiristoilfosfatidilserina (DMPS), diaraquidoilfosfatidilserina (DAPS),
dipalmitoilfosfatidilserina (DPPS), diestearoilfosfatidilserina (DSPS), dioleoilfosfatidilserina (DOPS),
dipalmitoilesfingomielina (DPSP) vy diestearoilesfingomielina  (DSSP), dilauroilfosfatidilinositol ~ (DLPI),
diaraquidoilfosfatidilinositol ~ (DAPI),  dimiristoilfosfatidilinositol ~ (DMPI),  dipalmitoilfosfatidilinositol ~ (DPPI),
distearoilfosfatidilinositol (DSPI), dioleoilfosfatidilinositol (DOPI).

Son fosfolipidos particularmente preferentes DMPC, DAPC, DSPC, DPPC, DMPA, DPPA, DSPA, DMPG, DPPG,
DSPG, DMPS, DPPS y DSPS. Los mas preferentes son DMPC, DAPC, DSPC y DPPC.

También se pueden utilizar mezclas de fosfolipidos como, por ejemplo, mezclas de DPPE y/o DSPE, DPPC, DSPC
y/o DAPC con DSPS, DPPS, DSPA, DPPA, DSPG y DPPG.

Fosfolipidos pegilados

La expresion "fosfolipido(s) pegilado(s)" tal como se utiliza en el presente documento incluye en su significado
cualquier residuo de polietilenglicol ("PEG") unido covalentemente a un residuo de fosfolipido como los ilustrados
anteriormente.

Los polietilenglicoles se identifican normalmente por su peso molecular promedio ("AMW?", por ejemplo un peso
molecular promedio en numero "Mn"); por ejemplo, como se utiliza en el presente documento, PEG2000 identifica un
polietilenglicol con un AMW de alrededor de 2000 g/mol (normalmente +/- 5 %).

Los fosfolipidos(s) pegilado(s) adecuado(s) son aquellos que comprenden un residuo de PEG con un peso molecular
promedio de alrededor de 1000 g/mol (es decir, PEG1000) a alrededor de 8000 g/mol (PEG8000), preferentemente
de 2000 a 5000 g/mol (PEG5000). Los ejemplos especificos de polimeros de PEG utiles para formar los fosfolipidos
pegilados definidos anteriormente incluyen PEG750, PEG1000, PEG2000, PEG3400, PEG4000, PEG5000, PEG6000,
PEG7000 y PEG8000. Preferentemente, el PEG esta unido covalentemente a un residuo de fosfatidiletanolamina
("PE") que porta una respectiva cadena lipidica por ejemplo miristoilo, palmitoilo o estearoilo.

Son ejemplos de fosfolipidos pegilados adecuados, por ejemplo, DMPE-PEG, DPPE-PEG y DSPE-PEG, que en
general estan disponibles comercialmente como fosfolipidos pegilados con el PEG que tiene los pesos moleculares
promedio indicados anteriormente, por ejemplo como DMPE-PEG2000, DMPE-PEG3400, DMPE-PEG5000, DPPE-
PEG2000, DPPE-PEG3400, DPPE-PEG5000, DSPE-PEG2000, DSPE-PEG3400 0 DSPE-PEG5000.

Cuando sea necesario, el fosfolipido pegilado se puede funcionalizar adecuadamente con una fraccién reactiva,
particularmente una capaz de reaccionar con una correspondiente fraccién reactiva o un ligando funcionalizado (por



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2984 146 T3

ejemplo una fraccién avidina, neutravidina o estreptavidina). Las fracciones reactivas adecuadas incluyen, por ejemplo,
NHS (N-hidroxisuccinimida), amino, sulfhidrilo, maleimida, azida o DBCO (dibenzociclooctina).

Por ejemplo, si uno de los dos componentes reactivos incluye un grupo amino reactivo, se puede hacer reaccionar
con el otro componente que contiene una correspondiente fraccién reactiva adecuada, como un grupo isotiocianato
(para formar un enlace de tiourea), un éster reactivo (para formar un enlace de amida) o un grupo aldehido (para
formar un enlace de imida, que se puede reducir a un enlace de alquilamina). Alternativamente, si uno de los dos
componentes reactivos incluye un grupo tiol reactivo, las fracciones reactivas complementarias en el otro componente
pueden incluir derivados de haloacetilo, maleimidas (para formar un enlace de tioéter) o un disulfuro mixto que
comprende un sulfuro en forma de un grupo 2-piridiltio que, al reaccionar con un tiol derivado del componente que
porta tiol, da lugar a la formacién de un enlace disulfuro estable entre los dos componentes. Ademas, si uno de los
dos componentes reactivos incluye un grupo carboxilico reactivo, las fracciones adecuadas en el otro componente
pueden ser aminas e hidrazidas (para formar funciones amida o N-acilo, N’-alquilhidrazida). Segun una realizacién, un
fosfolipido pegilado derivatizado con maleimida (por ejemplo PE-PEG2000-Mal o PE-PEG5000-Mal) se puede hacer
reaccionar con un ligando que porta una fraccion reactiva de tiol (-SH), introducida en el ligando, por ejemplo, mediante
reaccion con sulfo-LC-SPDP (sulfosuccinimidil 6-(3'-(2-piridiltio)propionamido)hexanoato).

Ligando

El ligando unido a PE-PEG e incorporado en la envoltura de microvesiculas es un ligando que forma un "par de unién"”
especifico con otra molécula respectiva. Los ejemplos de ligandos (y respectivos pares de unién) incluyen, por ejemplo,
avidina, neutravidina y estreptavidina, que puede formar un par de enlace con biotina. Para la presente invencién es
preferente estreptavidina.

El ligando se derivatiza adecuadamente para introducir una fraccién reactiva capaz de reaccionar covalentemente con
una respectiva fraccién reactiva en el PE-PEG funcionalizado. Por ejemplo, cuando se utiliza PE-PEG funcionalizado,
se introduce una fraccién tiol en el ligando para permitir el acoplamiento maleimida/tiol. Cuando se utilizaron lipidos
funcionalizados con DBCO, se introdujo una fraccién azida en estreptavidina para permitir acoplamiento de quimica
click.

Meétodo de preparacion y formulacion

Las microvesiculas de la invencién se pueden preparar ventajosamente segun el método de fabricacién divulgado en
el documentoW02004/069284.

El método de preparacién comprende una preparacion inicial de un residuo liofilizado que comprende los pasos de:

a) preparacién de una emulsién organica acuosa formada por un fosfolipido, un primer fosfolipido pegilado
que comprende una fraccion reactiva y un segundo fosfolipido pegilado;

b) adicién a esta emulsién de un ligando funcionalizado capaz de reaccionar con dicha fraccion reactiva,
c¢) acoplamiento de dicho fosfolipido pegilado con dicho ligando; y
d) liofilizacién de dicha emulsién para obtener un residuo liofilizado.

A continuacion, el residuo liofilizado (por ejemplo recogido en un vial de vidrio) se pone en contacto con un gas
biocompatible y posteriormente se reconstituye mediante disolucién en un liquido soporte fisiologicamente aceptable
para obtener la suspension deseada de microvesiculas llenas de gas.

La emulsién organica acuosa se puede preparar sometiéndose un medio acuoso y un disolvente inmiscible con agua
(por ejemplo alcanos ramificados o lineales, alquenos, cicloalcanos, hidrocarburos aromaticos, éteres de alquilo,
cetonas, hidrocarburos halogenados, hidrocarburos perfluorados o mezclas de los mismos; por ejemplo ciclooctano,
ciclohexano o cicloheptano) en presencia de al menos un fosfolipido a cualquier técnica apropiada de generacién de
emulsiones conocida en la técnica como, por ejemplo, homogeneizacion a alta presién o micromezcla.

Los fosfolipidos adecuados son los indicados anteriormente. Ademas, la emulsiéon organica acuosa puede comprender
adicionalmente un lipido, preferentemente un acido graso como, por ejemplo, acido palmitico, acido estearico, acido
araquidonico o acido oleico.

Normalmente, el fosfolipido representa la mayor parte de componentes que forman la envoltura, por ejemplo hasta
98 % mol/mol. En ciertas realizaciones, la cantidad molar de fosfolipido puede oscilar de 60 % a 95 %, preferentemente
de 70 % a 90 %. El lipido opcional (en particular acido graso) puede estar presente en una cantidad molar, por ejemplo,
de 10 % a 30 %, mas preferentemente de 15 % a 25 %.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2984 146 T3

El fosfolipido pegilado funcionalizado puede ser cualquiera de los PE-PEG enumerados anteriormente, funcionalizado
de manera adecuada como se discutié anteriormente.

Puede estar presente en una cantidad molar de 0,5 % a 8 %, preferentemente 1 % a 6 %.

Del mismo modo, el ligando funcionalizado que se unira al PE-PEG funcionalizado se puede seleccionar entre los
enumerados anteriormente.

Como observo el solicitante, la cantidad molar de ligando funcionalizado afiadido en el paso b) es preferentemente
inferior a la cantidad molar de fosfolipido pegilado que comprende la fraccién reactiva a la que se debe acoplar dicho
ligando. De hecho, para el uso especifico en el método BACS, es preferente que cantidades limitadas de ligando (ya
sea como tal o unido a un fosfolipido pegilado) permanezcan libres en la suspensién con el fin de minimizar la posible
competencia de acoplamiento con el anticuerpo objetivo (por ejemplo biotinilado). Como se mencioné anteriormente,
en la suspension segin la invencién, la cantidad de ligando no asociado a la envoltura estabilizante es inferior a 40 %
hasta, por ejemplo, menos de 20 %. Para limitar tal cantidad de ligando "libre", segun el proceso de la invencién, la
cantidad de ligando funcionalizado se afiade preferentemente en una relaciéon molar de 1:4 o inferior (por ejemplo
hasta 1:40) con respecto a la cantidad de fosfolipido pegilado que porta la correspondiente fraccion reactiva. Mas
preferentemente, dicha relacién molar es de 1:5 a 1:25 y alin mas preferentemente de 1:7 a 1:20.

Con estas relaciones molares relativas, el rendimiento de acoplamiento del ligando con el PE-PEG es generalmente
de al menos 70 % (es decir, menos de 30 % de ligando no esta incorporado a la envoltura estabilizante final de las
microvesiculas), preferentemente de al menos 75 %, mas preferentemente 80 % y aun mas preferentemente de al
menos 85 %.

Las fracciones reactivas sin reaccionar en el PE-PEG se pueden "inactivar" entonces mediante reaccién con una
correspondiente fraccién inactivadora adecuada. Por ejemplo, si la fraccion reactiva en el PE-PEG es maleimida (PE-
PEG-Mal), se puede inactivar mediante reaccion con cisteina. Alternativamente, la fraccién reactiva se puede someter
a procesos de inactivacion naturales, por ejemplo hidrélisis, sin necesidad de afadir una fraccién inactivadora
especifica.

De este modo, el PE-PEG "inactivado" se incorporara a la envoltura estabilizante junto con el PE-PEG al que se ha
unido covalentemente al ligando, estando este Ultimo ventajosamente presente en la envoltura estabilizante en una
cantidad molar de 0,03 a 0,75 %, preferentemente 0,05 %-0,7 %, mas preferentemente 0,08-0,6 % y aln mas
preferentemente 0,1-0,5 %. El PE-PEG "inactivado" (sin reaccionar) puede estar presente en la envoltura estabilizante
en una cantidad molar de 0,5 % a 7,5 %, preferentemente de 1 % a 6 %, mas preferentemente 1,5 % a 5 %.

Como observé ademas el solicitante, segun la invencién es ventajoso tener por encima de la emulsién organica acuosa
de los pasos a) a ¢) una mezcla de fosfolipido pegilado que comprende una fraccién reactiva y de un fosfolipido
pegilado adicional sin dicha fraccion reactiva.

Como observo el solicitante, la cantidad de PE-PEG y el peso molecular de las cadenas de PEG contenidas en dicho
PE-PEG se correlacionan de tal manera que permiten una seleccién adecuada de los dos, con el fin de proporcionar
la suspensién de microvesiculas deseada. Dicha correlacién se puede expresar ventajosamente por un nimero
identificado en el presente documento como  "Neeg" definido de la siguiente  manera:
Nree = MW *% en moles; + MW:*% en moles:donde MW y % en moles: se refieren respectivamente al peso
molecular y al % molar de la cadena de PEG contenida en el fosfolipido pegilado que comprende una fraccion reactiva,
mientras que MW2 y % en moles2 se refieren respectivamente al peso molecular y al % molar de la cadena de PEG
contenida en el fosfolipido pegilado sin una fraccion reactiva.

Por ejemplo, si la composicién comprende 2,5 % de PE-PEG2000 funcionalizado y 1% de PE-PEG5000, el nimero
Npeg es: Nees= 2000*0.025 + 5000*0.01 = 100

Como observé el solicitante, con el fin de obtener emulsiones estables, el nimero N sera preferentemente superior a
90, mas preferentemente superior a 95 hasta, por ejemplo, 300, preferentemente 280. Preferentemente, MWy es
similar a MWz, siendo ambos més preferentemente alrededor de 2000 (+/- 5%). Preferentemente, % en moles: es de
0,01 a 0,05, mas preferentemente 0,02 a 0,03. Preferentemente, % en moles2 es de 0,03 a 0,12, méas preferentemente
0,05 a 0,10.

Segln una realizacién de la invencion, el fosfolipido pegilado que comprende una fraccién reactiva es un PE-PEG2000
funcionalizado (por ejemplo DSPE-PEG2000-Mal), mientras que el fosfolipido pegilado es un PE-PEG2000 (por
ejemplo DSPE-PE2000). La relacién molar relativa entre los dos respectivos PE-PEG es preferentemente de 1:1 a 1:8,
preferentemente de 1:1,5 a 1:5 y alin mas preferentemente de 1:2 a 1:4.

Segun otra realizacién de la invencion, el fosfolipido pegilado que comprende una fraccién reactiva es un PE-PEG2000
funcionalizado, por ejemplo DSPE-PEG2000-Mal, mientras que el fosfolipido pegilado es un PE-PEG5000, por ejemplo
DPPE-. La relacion molar relativa entre el PE-PEG2000 funcionalizado y PE-PEG5000 es preferentemente de 5:1 a
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1:3, mas preferentemente de 4:1 a 1:2 y alin mas preferentemente de 3:1 a 1:1. Segun una realizacién adicional, tanto
el fosfolipido pegilado que comprende una fraccion reactiva y el segundo fosfolipido pegilado son un PE-PEG5000.
La relacién molar relativa entre los dos PE-PEG es preferentemente de 5:1 a 1:2,5, preferentemente de 3:1a 12y
aun mas preferentemente de 2,5:1 a 1:1,5.

En una realizacion preferente, la emulsiéon organica acuosa puede contener ademas un aditivo de liofilizacién, como
un agente con efecto crioprotector y/o lioprotector y/o un agente de carga, por ejemplo un aminoacido como una
glicina; un carbohidrato, por ejemplo un azlcar como sacarosa, manitol, maltosa, trehalosa, glucosa, lactosa o una
ciclodextrina, o un polisacarido como dextrano, quitosano y sus derivados (por ejemplo: carboximetilquitosano,
trimetilquitosano); o un polioxialquilenglicol como polietilenglicol. El aditivo de liofilizacidn, que no interviene
sustancialmente en la formacién de la envoltura estabilizante de las microvesiculas, se afiade preferentemente como
una disolucién acuosa. Puede afiadirse antes de la formacién de la emulsién, a la emulsién formada o parcialmente
antes y parcialmente después de la formacién de la misma. Por ejemplo, se puede utilizar un 10 % (p/p) de disolucién
acuosa de PEG4000. Normalmente, la cantidad de aditivo de liofilizacién en la emulsién antes de la liofilizacién es de
5a 20 % en peso (mientras que la cantidad total de componentes que forman la envoltura es normalmente de alrededor
de 0,5 % a alrededor de 1 % en peso).

Como observé el solicitante, las emulsiones organicas acuosas preferentes preparadas como se indico anteriormente
pueden ser estables durante un periodo de tiempo relativamente largo antes de someterse al paso de liofilizacién,
normalmente durante al menos 2-3 horas o mas.

La estabilidad de la emulsién se puede determinar, por ejemplo, mediante medicién de la concentracién de microgotas
(como namero total de microgotas) en la emulsién final después de completar el paso de acoplamiento del paso ¢) y
comparacién de la misma con la concentracion de microgotas en la emulsién después de 2 2 horas. Normalmente, el
porcentaje de microgotas remanentes sera al menos de 80 % con respecto a la cantidad inicial, preferentemente de
al menos 90 % y aun mas preferentemente al menos 95 %.

La emulsién se puede envasar entonces en los respectivos viales de vidrio (por ejemplo DIN4, DIN8 o DIN20R) que
estan sujetos a un paso de liofilizacién.

Una vez finalizada la liofilizacion, el espacio de cabeza del vial (que contiene el residuo liofilizado) se satura con un
gas fisiolégicamente aceptable y el vial se sella (por ejemplo con un tapén de goma). Para llenar las anteriores
microvesiculas se puede emplear cualquier gas biocompatible, precursor de gas (por ejemplo liquido a temperatura
ambiente 0 mezcla de los mismos) (en lo sucesivo también identificado como "gas que forma las microvesiculas").

Son preferentes gases fluorados, en particular gases perfluorados. Los compuestos preferentes son gases
perfluorados, como SFs 0 perfluororcarbonos (hidrocarburos perfluorados), es decir, hidrocarburos en los que todos
los atomos de hidrogeno se han reemplazado por atomos de fllor, que se sabe que forman suspensiones de
microvesiculas particularmente estables, como se ha divulgado, por ejemplo, en el documento EP 0554 213, que se
incorpora al presente documento por referencia.

Los perfluorocarbonos preferentes incluyen, por ejemplo, CFs, C2Fs, CsFs, CaFg, CaF10, CsF12, CeF12 and CsF14, mas
preferentemente CFa4, C2Fs, C3Fs, C4Fg y CaFio.

También puede ser ventajoso utilizar una mezcla de cualquiera de los anteriores gases en cualquier relaciéon. Por
ejemplo, la mezcla puede comprender un gas convencional, como nitrégeno, aire o didéxido de carbono y un gas que
forma una suspensién estable de microvesiculas, como hexafluoruro de azufre o un perfluorocarbono como se indicé
anteriormente. Se pueden encontrar ejemplos de mezclas de gases adecuadas, por ejemplo, en el documento WO
94/09829, que se incorpora al presente documento por referencia. Son particularmente preferentes las siguientes
combinaciones: una mezcla de gases (A) y (B) en la que el gas (B) es un gasa fluorado, seleccionado entre los
ilustrados anteriormente, incluidas las mezclas de los mismos, y (A} se selecciona a partir de aire, oxigeno, nitrégeno,
dioxido de carbono o mezclas de los mismos. La cantidad de gas (B) puede representar de alrededor de 0,5 % a
alrededor de 95 % v/v de la mezcla total, preferentemente de alrededor de 5 % a 80 %.

Son gases particularmente preferentes SFe, CaFs, C4F10 0 mezclas de los mismos, opcionalmente en mezcla con aire,
oxigeno, nitrégeno, didxido de carbono o mezclas de los mismos, por ejemplo una mezcla 35/65 (v/iv) de
perfluorobutano o perfluoropropano y nitrégeno.

A continuacion, el residuo liofilizado se puede reconstituir mediante adicion de un soporte acuoso en el vial y agitacion
suave de su contenido, para proporcionar la suspension deseada de microvesiculas llenas de gas. El nimero, las
dimensiones y la distribucién de tamafios de las microvesiculas obtenidas son sustancialmente comparables con el
nimero, las dimensiones y la distribucién de tamafio de las microgotas en la emulsién de preparacion.

En una realizacién de la invencion, la envoltura estabilizante final de las microvesiculas llenas de gas puede contener
una mezcla de (i) un fosfolipido; (ii) opcionalmente un acido graso; (iii) un PE-PEG que comprende un ligando; (iv) un
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PE-PEG "inactivado" (derivado del PE-PEG funcionalizado que no reacciona con el ligando); y (v) opcionalmente un
PE-PEG adicional (no funcionalizado).

Segln una realizacién, los anteriores componentes pueden estar presentes en la envoltura estabilizante en las
siguientes cantidades molares:

(i} fosfolipido: 60-98 %, preferentemente 70-85 %

(i) acido graso: 0-30 %, preferentemente 10-25 %

(iliy PE-PEG que comprende un ligando: 0,03-0,75 %, preferentemente 0,1-0,7 %

(iv) PE-PEG "inactivado": 0,5-7,5 %, preferentemente 1 %-6 %, mas preferentemente 1,5-5 %;
(v} segundo PE-PEG (no funcionalizado): 0,5-12 %, preferentemente 1 %-10 %.

En una realizacion preferente, la cantidad molar total de PE-PEG "inactivado" y del segundo PE-PEG (no
funcionalizado) es de 2 % a 12 %, preferentemente de 5 % a 10 %.

Las microvesiculas llenas de gas de la invencion, particularmente las obtenidas segln el anterior método de
preparacién, comprenden una cantidad relativamente elevada de ligando en su superficie, a pesar de una cantidad
relativamente baja de PE-PEG funcionalizado empleado en la preparacion de las mismas. La cantidad de ligando en
la superficie de las microvesiculas se puede expresar ventajosamente como densidad de ligando por um? de supetficie
de microvesiculas. La densidad de ligando ser puede determinar, por ejemplo, mediante medicién de la concentracién
de ligando en la suspensién lavada de microvesiculas (por ejemplo mediante fluorescencia, por ejemplo con 4-biotina
fluoresceina para microvesiculas que contienen estreptavidina) y calculo de la superficie total de las microvesiculas
por medicion por contador Coulter, como se describe en detalle en los ejemplos.

Las microvesiculas segln la presente invencion tienen normalmente una densidad de ligando de al menos 8000
moléculas/um?, preferentemente de al menos 12000 moléculas/um?, mas preferentemente de al menos 15000
moléculas/um? y aln mas preferentemente de al menos 18000 moléculas/um? hasta, por ejemplo, 50000
moléculas/um?2.

Métodos de uso

Las microvesiculas llenas de gas de la invencién se pueden utilizar ventajosamente en un método de separacién de
células, normalmente por flotabilidad (también conocido como clasificacion celular activada por flotabilidad, "BACS").
El método puede ser util para separar un tipo deseado de células de otras células en un liquido fisiolégico (por ejemplo,
sangre o plasma).

En particular, el método de separacién comprende el etiquetado de una célula deseado a separar con un anticuerpo
etiquetado capaz de unirse a un receptor especifico (y selectivo) en dicha célula. A continuacién, las microvesiculas
de la invencién se afiaden a la suspension de células a separar (incluyendo las que portan el anticuerpo etiquetado),
las microvesiculas de la invencién se asociaran entonces a través del ligando con el residuo de etiquetado unido a la
construccién anticuerpo/célula, permitiendo de este modo la separacién de las células por flotabilidad (véase, por
ejemplo el documento WO 2017/117349). En una realizacién preferente, el anticuerpo etiquetado es un anticuerpo
biotinilado, donde el residuo de biotina es capaz de asociarse a una respectiva fraccidon, como por ejemplo un residuo
de avidina, neutravidina o estreptavidina en microvesiculas llenas de gas. Por lo tanto, las microvesiculas de la
invencion se pueden utilizar para la separacion de una amplia variedad de células de un liquido fisiolégico, siempre
que tal célula se pueda etiquetar adecuadamente con un respectivo anticuerpo etiquetado (biotinilado).

Son particularmente preferentes formulaciones de microvesiculas llenas de gas que comprenden un primer fosfolipido
pegilado que es un PE-PEG2000 funcionalizado (por ejemplo DSPE-PEG2000-Mal) y un segundo fosfolipido pegilado
es un PE-PEG2000 (por ejemplo DSPE-PE2000). Preferentemente, el primer fosfolipido pegilado esta presente en
una cantidad molar de 1 a 5 %, mas preferentemente 1,5 % a 4 %, el segundo fosfolipido pegilado esta
preferentemente en una cantidad molar de 3 % a 12 %, mas preferentemente 5 % a 10 %.

Los siguientes ejemplos ayudaran a ilustrar mas la invencion.

EJEMPLOS
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Materiales

‘Producto

Estreptavidina

ﬁSquo-LC-SPDP (sulfosuccinimidil 6-(3'-(2-piridiltio)propionamido)hexanoato EPierce Thermo Scientific

?TCEP.HC! (Tricloroetilfosfina) ierce Thermo Scientific

‘Polvo de tamp6n fosfato

“Tamp6n Tris EDTA :Sigma

DSPE-PEG2000-maleimida :Avanti Polar lipids

' DSPE-PEG5000-maleimida ‘NOF
0 P
?6%3[68&&568 ................................................................................................................................................................ ;Xi&i}iéﬁ ......................................
'PEG 4000 Clariant

‘NaCl 0,9 % B.Braun :
Métodos

Tamaiio v concentracion de emulsion:

la distribucién de tamafio y la concentracion de las microgotas de emulsion se midieron utilizando un contador Coulter
Multisizer3 ajustado con una apertura de 30 pm (dilucion 20 pL de muestra en 100 mL de disolucion de NaCl al 0,9 %
- volumen analitico = 100 pL). Se determinaron parametros como el didmetro promedio en nimero y en volumen (DN
y DV respectivamente en um), la concentracion total de microgotas (Conc.T. en parte/mL), la concentracion de
microgotas >2 um (en parte/mL), la superficie total de microgotas (Surf.T. en um?mL}, el volumen total de microgotas
(MVC en pL/mL).

La concentracion de microgotas de emulsion se determiné justo después de la dilucion y 2h30 después de la dilucién
(con mezcla suave). La estabilidad de la emulsién se determiné mediante division de la concentracion después de
2h30 entre la concentracion justo después de la dilucién.

Tamano vy concentracion de microvesiculas:

la distribucién de tamario y la concentracion de las microvesiculas (MV) de emulsién se midieron utilizando un contador
Coulter Multisizer3 ajustado con una apertura de 30 pm (dilucién 50 pL de muestra en 100 mL de disolucién de NaCl
al 0,9 % - volumen analitico = 100 pL). Se determinaron parametros como el diametro promedio en nimero y en
volumen (DN y DV respectivamente en um), la concentracién total de microvesiculas (Conc.T. en parte/mL), la
concentracion de microvesiculas >2 pm (en parte/mL), la superficie total de microvesiculas (Surf.T. en pm2/mL), el
volumen total de microvesiculas (MVC en pL/mL).

Determinacion de la concentracion de estreptavidina:

El contenido de STV se determiné en la suspensién de microvesiculas nativas y en la suspensién de microvesiculas
lavadas mediante el ensayo de 4-biotina fluoresceina

Brevemente, después de la medicion, las microvesiculas se colapsaron en un tanque de ultrasonidos (Branson 5200
- 3 x 2 min) para obtener una disolucion clara. A continuacién se tomaron muestras de la disolucién en porciones de
50 pL en ocho tubos de vidrio de 5 mL. Se calcul6 el volumen apropiado de PBS y el volumen apropiado de disolucion
de 4-biotina fluoresceina (2803 pmoles/mL) para que cada muestra tuviera 0,1, 0,2, 0,4, 0,75, 1,5, 2, 2,5y 3 veces la
capacidad tedrica de biotina. Se afiadié PBS a la disolucién de muestra y después la correspondiente disolucién de 4-
BF.

La disolucion se mezclé (vortex) y se incubé 30 min a temperatura ambiente en la oscuridad. A continuacién se tomaron
muestras de cada mezcla en una placa de 96 pocillos (100 pL/pocillo y 2 pocillos por condicién) y se ley6 la
fluorescencia utilizando el lector Cytation 5 (Aexc 480nm - Aem 525nm). La fluorescencia de la curva en funcién de la
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concentracion de 4-BF se dibujo para los cuatro primeros puntos (4-BF bajo) utilizando un ajuste polinémico de
segundo orden y para los cuatro Gltimos puntos (4-BF alto) utilizando un ajuste lineal - Se determiné la interseccién
entre las dos curvas y se determiné la concentracion de STV utilizando la curva estandar (a partir de disoluciones de
estreptavidina libre).

Se calculé la densidad de STV en microvesiculas utilizando la superficie de MV total determinada mediante medicién
del contador Coulter (en moléculas/um?).

Determinacion del rendimiento de acoplamiento de estreptavidina:

El rendimiento de acoplamiento se calculé mediante divisién de la densidad de estreptavidina determinada en la
suspensién de microvesiculas lavadas entre la densidad de estreptavidina determinada en la suspensiéon de
microvesiculas nativas (ya que un cierto porcentaje de microvesiculas se puede eliminar durante el lavado).

Ejemplo 1

Derivatizacion de estreptavidina (STV)

Se preparé una disolucion de estreptavidina mediante disolucién de 54 mg de estreptavidina liofilizada (0,85 mg de
STV/mg de polvo (de IBA) - 860,76 nmoles) en 1,62 mL de agua destilada y 1,08 mL de tampén A (fosfato 50 mM,
disolucién salina 150 mM pH 7,4). Se obtuvo una disolucién clara (concentracién ~20 mg/mL),se disolvié Sulfo-LC-
SPDP (2,5 mg) en 250 pL de agua milliQ. Esta disolucién (19 pmoles/mL) se preparé justo antes del experimento.

Se afiadié una muestra de la disolucién de sulfo-LC-SPDP (160 pL - 3 pmoles - 3,5 equivalentes) a la disolucién de
STV. La disolucion obtenida se mezcl6 (vortex) y se incub6 a temperatura ambiente durante 40 min (agitada utilizando
vortex cada 5 min).

Se equilibraron dos columnas Zeba de 5 mL utilizando tampén B (fosfato 5 mM pH 7,4). Después de la incubacién, se
purificé la disolucién de STV-SPDP en las dos columnas zeba (2 x 1,43 mL). El volumen de |a disolucién recuperada
purificada era ~2,9 mL.

Se disolvié TCEP (5,4 mg) en 250 pL de tampén C (Tris 500 mM, EDTA 50mM pH:7) para obtener una disolucién 75
mM.

Se afiadié una muestra de la disolucién de TCEP (103 uL - ~10 equivalentes) a la disolucion de STV-SPDP. Tras el
mezclado (vortex), se incubd la disolucién a temperatura ambiente durante 30 min para desproteger STV-SDPD vy
obtener el STV tiolado (STV-SH).

Se equilibraron dos columnas Zeba de 5 mL utilizando tampén B. Después de la incubacién, se purificé la disolucién
de STV-SH en las dos columnas (2 x 1,5 mL). El volumen de la disolucién recuperada era de alrededor de 3 mL, con
una concentracion de STV-SH de alrededor de 185 nmoles/ml.

La disolucién que contenia STV-SH se utilizé para las posteriores reacciones de acoplamiento con PE-PEG-Mal.
Ejemplo 2

Preparacion de microvesiculas de STV utilizando DSPE-PEG2000-maleimida

Preparacion de fase organica: se disolvieron 60 mg de combinacion de DSPC/acido palmitico (relacién molar
8/2) en 4,8 mL de ciclooctano a 70°C.

Preparacion de fase acuosa: 60 mL de PEG4000 al 10 % en agua

Antes de la emulsién, se afiadieron 6,7 mg de DSPE-PEG2000-maleimida disueltos en 400 pL de tampén fosfato 100
mM pH 6 a la fase acuosa.

Las dos fases se emulsionaron utilizando un mezclador Megatron MT3000 a alta velocidad de rotacién durante 4 min.
Después se calento la emulsion a 60°C durante 1 hora con mezcla suave y después se enfrié a temperatura ambiente.

La emulsién se dividi6é en cuatro fracciones de 14 mL en tubos de 15 mL (Falcon). La disolucién de STV-SH (preparada
en el Ejemplo 1)} se afiadi6 a la emulsién en un volumen tal que se obtuvo la cantidad deseada de nmoles de STV-SH
por ml de emulsién, como se indica en la Tabla 1. La emulsién se mezcld y se incub6 durante 2h30 a temperatura
ambiente.

Las emulsiones se diluyeron dos veces con disolucién de PEG4000 al 10 % en agua. El tamafio y la concentracién de
la emulsién se midieron utilizando un contador Coulter Multisizer3 (Beckman Coulter). Una parte de la emulsién diluida
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se mantuvo 2h30 a temperatura ambiente bajo mezcla suave para comprobar la estabilidad de la emulsién, expresada
como relacion entre la concentracion de microgotas después de 2h30 (C1) frente a la concentracién de microgotas
inicial (Co).

Se tomaron muestras de la emulsién diluida en viales DIN20R (3 mL/vial). Después se colocaron los viales en el
liofilizador precongelado (Telstar Lyobeta 35) y se liofilizaron. Se llenaron los espacios de cabeza de los viales con la
mezcla C4F10/N2 (35/65 v/v) y se sellaron los viales.

La suspension de microvesiculas se obtuvo tras redispersion con 6 mL de disolucién salina (0,9 %) y mezcla suave.
El tamafio y la concentracion de las microvesiculas se midieron utilizando un contador Coulter Multisizer3 (Beckman
Coulter).

Tabla 1 (PE-PEG2000-Mal 2,5 %; Neeg= 50}

\Prep {STV-SH/mL  Conc. de emulsién | Estabilidad de MV total (10° :Densidadde :Rendimiento
1 ide emulsién  {(10° parte/mL) iemulsion (conc {parte/mL) STV 1de STV (%)
: :C1/Co) (molec./um?)
Ha 0 2.8 1100% 8.8 INA NA
b 0.5 25 167% 5.5 8231 81
e i 1.0 $50% 2.7 IND 'ND
1d i3 1.6 6% 2.9 {ND 'ND

Como se puede inferir de los anteriores resultados, la estabilidad de la emulsion después de 2h30 descendié
drasticamente al aumentar la cantidad de STV en la emulsién.

Ejemplo 3

Preparacion _de microvesiculas de STV utilizando DSPE-PEG2000-maleimida con diversas cantidades de
DPPE-PEG5000

Se prepararon microvesiculas segun el Ejemplo 2, excepto que se afiadieron adicionalmente 2,5 mg, 5,1 mg o 10,3
mg de DPPE-PEG5000 (correspondiente a una cantidad molar de 0,5 %, 1 % 0 2 %, respectivamente) disueltos en
250 pL de agua destilada a la fase acuosa antes de la emulsion.

Las Tablas 2 a 4 muestran los respectivos resultados.

Tabla 2 (PE-PEG2000-Mal 2,5 %+ PE-PEG5000 0,5 %; Npeg= 75)

?Prep {STV-SH/ Conc. de §Estabi|idad de MV total (108 éDensidad de Rendimiento { % en

: imL de emulsion (10°  emulsion (conc  iparte/mL)  iSTV (molec. de STV (%) imoles de
‘emulsion parte/mL) :C1/Co) ! i /um?) PEPEG-

m STV

2a 0 3.4 1100% 12.4 NA NA NA

4.0 ‘93%

Tabla 3 (PE-PEG2000-Mal 2,5 %+ PE-PEG5000 1 %; Npec= 100)

\Prep STV-SH/  Conc.de [Estabilidadde  |MVtotal  Densidadde :Rendimiento % en

‘ ‘mLde ‘emulsion (10°  iemulsién (conc (108 STV (molec.  ide STV (%) imoles de
emulsién | parte/mL) : C1/Co) iparte/mL)  i/um?) PEPEG-
B B H : i STV

3a | | 114.2 NA

3b ‘ 1.7 5400 84
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‘Prep |STV-SH/ Conc. de Estabilidad de MV total §Densidad de §Rendimiento % en
mL de emulsién (10°  iemulsién (conc (108 iSTV (molec. ide STV (%) imoles de
emulsién parte/mL) {C1/Co) parte/mL)  i/um?) PEPEG-
: = STV
3c 1 3.9 195% 10.7 10000 86 0.06
a3k W WU N T A W N
3d 3 3.9 1100% 10.4 25000 76 0.15 :
(n=2)
3e 5 3.7 98% 9.7 28500 55 0.18
Tabla 4 (PE-PEG2000-Mal 2,5 %+ PE-PEG5000 2 %; Npec= 150)
?Prep STV-SH/ Conc. de Estabilidad de MV total §Densidad de §Rendimiento % en
mL de emulsién (10°  iemulsién (conc (108 iSTV (molec.  ide STV (%) imoles de
emulsién parte/mL) :C1/Co) parte/mL)  i/um?) PEPEG-
: = STV
4a 0 4.0 1100% 14.4 NA NA
4 05 4.1 1100% 2.2 15000 84 0.03 _
4c 3.9 1100% 2.1 7500 74 10.05 ‘
(n=2) | :
4d 3 3.9 : 11.9 22100 67 ‘ ‘
(n=2) |
4e 5 36 : 12.3 112900 30

Como se puede inferir de los anteriores resultados, la presencia de PE-PEG5000 al 0,5 % aumenta la estabilidad de
la emulsién con respecto a formulaciones que contienen solo PE-PEG2000-mal al menos a bajas concentraciones de
STV afiadido; en presencia de PE-PEG5000 al 1 %, todas las emulsiones son estables en el tiempo al igual que en
presencia de PE-PEG5000 al 2 %, aunque en este Ultimo caso se observa una ligera disminucion de la densidad y del
rendimiento de STV.

Ejemplo 4

Preparacion _de microvesiculas de STV utilizando DSPE-PEG2000-maleimida con diversas cantidades de
DSPE-PEG2000

Ejemplo 4a

Se prepararon microvesiculas segun el Ejemplo 2, excepto que se afiadieron adicionalmente 5,1 mg o 10,6 mg de
DSPE-PEG2000 (correspondiente a una relacion molar de 1,9 % o 3,8 %) disueltos en 400 L de agua destilada a la
fase acuosa antes de la emulsion.

En la siguiente Tabla 5 se presentan resultados.

Tabla 5 :

Prep :Emulsion de Conc de éEstabiIidad de MV total (108 gDensidad de §Rendimiento % en

‘ {STV-SH/ emuIS|on (10° 'emuIS|on (conc  iparte/mL) §STV (molec. :de STV (%) §mo|es de
fmL _parte/mL) C1/Co) {/um2) {PEPEG-
: * : ; STV

1 3.3 42 9.2 19200 ‘91
50 3 3.3 25 7.8 131900 86 _ ‘
5¢ 5 3.4 30 7.4 139700 84 0.28 ‘
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Prep éEmuIsién de :Conc. de §Estabi|idad de MV total (108 §Densidad de endimiento % en
iSTV-SH/ iemulsion (10°  iemulsién (conc  {parte/mL) 18TV (molec. ide STV (%) moles de
imL {parte/mL) {C1/Co) : i/um2) ! {PEPEG-

" , s

?(PE-PEGZOOO-MaI 2,5 %+ PE-PEG2000 1,9 %; Npec= 88)

Be i3 2.9 1100 1.0 125000 |90 10.18

5t i5 238 £100 1.4 134700 186 10.28

Mientras que para una concentracion molar de PE-PEG200 de 1,9 % el rendimiento y la densidad de STV son
relativamente buenos, la estabilidad de la emulsién es relativamente baja.

Mediante aumento de la cantidad molar de PE-PEG2000 (3,8 %), se puede obtener un aumento sustancial en la
estabilidad de la emulsién.

Ejemplo 4b

Se prepararon microvesiculas segin el Ejemplo 4a, excepto que se afiadieron 16,1 mg, 22 mg o 28,1 mg de DSPE-
PEG2000 (correspondiente a una relacién molar de 6%, 8 % o 10 %, respectivamente) disueltos en 1 L de agua
destilada a |la fase acuosa antes de la emulsién. Todas las composiciones se prepararon mediante adicién de 3 nmoles
de STV por mL de emulsién.

En la siguiente Tabla 6 se presentan resultados.

Tabla 6 :

‘Prep i DSPE- :Conc. de {Estabilidad de ensidad de  : Rendimiento ;% en

EPEGZOOO (% iemulsion (10°  ‘emulsion (conc | :STV (molec.  ide STV (%) :moles de
ien moles) {parte/mL) 1 C1/Co) ‘parte/mL)  :/um?) :PEPEG-
- STV
6a 6 27 78 116 25700 85 017
6b 8 3.1 1100 135 118300 .78 10.18

Como se puede observar en la anterior Tabla, cantidades molares crecientes de DSPE-PEG2000 dan lugar a
cantidades superiores de microvesiculas (MV total). Ademas, con cantidades crecientes de DSPE-PEG2000, el
rendimiento de acoplamiento de STV sigue siendo relativamente alto.

Nreg para las tres preparaciones en la Tabla 6 es 170, 210 y 250, respectivamente.

Ejemplo 5

Preparacion de microvesiculas de STV utilizando DSPE-PEG5000-maleimida

Se prepararon microvesiculas segun el Ejemplo 2, excepto que se afiadieron 13,4 mg de DSPE-PEG5000-maleimida
(2,5 % en moles, Sunbright DSPE-050MA - NOF) en lugar de DSPE-PEG2000-maleimida.

En la siguiente Tabla 7 se presentan resultados.

Tabla 7 (PE-PEG5000-Mal 2,5 %; Npeg= 125)

‘Prep SSTV-SH / 1Gonc. de §Estabi|idad de §MV total (108 éDensidad de §Rendimient % en

: imL de ‘emulsién (10°  iemulsién (conc  iparte/mL)  {STV (molec. ide STV (%) moles de
iemulsién \parte/mL) : C1/Co) i/um?2) {PEPEG-

; STV

7a i 3.0 £100% 8.7 8400 78 10.05

7b i3 3.1 £100% 6.1 27600 77 0.17

7c £100% 5.8 45400 86 10.28
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Como se puede inferir de los anteriores resultados, la sola presencia de PE-PEG5000-mal permite obtener una buena
estabilidad de la emulsién, asi como rendimientos de STV y densidad de STV aceptables. Sin embargo, se observa
una cantidad relativamente inferior en el niUmero total de burbujas (que determina incidentalmente un aumento en la
densidad de STV).

Ejemplo 6
Preparacion de microvesiculas de STV utilizando DSPE-PEG5000-maleimida y DPPE-PE5000 o DSPE-PEG2000

Se prepararon microvesiculas segun el Ejemplo 5, excepto que se afiadieron adicionalmente 5,1 mg de DPPE-
PEG5000 o de DSPE-PEG2000 (correspondiente a una cantidad molar de 1 % o0 2 %, respectivamente) disueltos en

250 L de agua destilada a la fase acuosa antes de la emulsién.

En la siguiente Tabla 8 se ilustran resultados.

Tabla 8 (PE-PEG5000-Mal 2,5 %+ PE-PEG5000 1 %; Npec= 175)

PrepSTVSH/ .......... e Establlldadde .......... MVtotaI(108DenS|dadde s
: imLde emulsién (10°  iemulsién (conc  :parte/mL) STV (molec. de STV (%) :moles de
iemulsion parte/mL) :C1/Co) {/um?) PEPEG-
: : STV
8a 1 136 £100% i11.3 16800 72 0.05
8 3.5 1100% 8.9 120500 68 0.13
8¢ 35 194% 8.2 136200 75 10.25
Tabla 9 (PE-PEG5000-Mal 2,5 %+ PE-PEG2000 2 %; Npeg= 165)
?Prep STV-SH/ Conc. de Estabilidad de MV total §Densidad de {Rendimiento | % en
mL de emulsion (10°  iemulsion (conc  {(108 STV (molec.  {de STV (%) moles de
emulsién parte/mL) i C1/Co) parte/mL)  :/um?3) PEPEG-
5 f STV _
9a 1 35 1100% 10.3 7800 87 0.06
b 3 34 00% 8.3 23500 81 0.16
19¢ 6o
(n=2) 5 3.5 196% 6.6 35450 80 0.26

Como se puede inferir de los anteriores resultados, mientras que una mayor cantidad de STV-SH aumenta
generalmente la densidad de STV de las microvesiculas, sin embargo, cantidades excesivas pueden afectar
negativamente otros parametros, como la cantidad total de microvesiculas.

Ejemplo 7

Preparacion de microvesiculas de STV utilizando DSPE-PEG2000-maleimida

Se prepararon microvesiculas segun el Ejemplo 2 con la diferencia de que se utilizaron 13,6 mg de DSPE-PEG2000-

Mal (5 % molar).

Tabla 10 (PE-PEG2000-Mal 5 %; Npeg= 100}

‘Prep iSTV-SH/  iConc.de {Estabilidadde MV total (108 i Densidadde  Rendimiento |% en

: imLde emulsiéon (10°  ;emulsién (conc iparte/mL) STV (molec. de STV (%) :moles de
iemulsion parte/mL) :C1/Co) {/um2) PEPEG-

L ; STV

102 i1 3.4 152% 7.0 18208 91 0.06

100 (3 3.3 17% 5.1 36205 100 0.20

10c {5 3.6 126% 6.3 141300 87 10.28
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.....................................................................................................................................................................................................................................................

ﬁPrep STV-SH/ Conc de  Estabilidad de MV total (108 Densidad de Rendlmlento % en
: :mL de ‘emulsién (10° :emuIS|on (conc _parte/mL) :STV (molec. \de STV (%) moles de
;emulsién §parte/mL) §C1/Co) ;/pm2) | PEPEG-

! 5 ! STV

?Los anteriores resultados muestran que, si bien se obtienen rendlmlentos y densidad de STV relatlvamente
‘buenos, incluso una cantidad relativamente elevada de solo el PE-PEG2000-mal puede dar lugar a emulsiones con
‘estabilidad relativamente baja. :

Ejemplo 8

Preparacion de microvesiculas de STV utilizando DSPE-PEG2000-maleimida y DPPE-PE5000 o DSPE-PEG2000

Se prepararon microvesiculas segun el Ejemplo 7, con la diferencia de que se afiadieron adicionalmente 2,5 mg de
DPPE-PEG5000 (0,5 % molar) o 3,8 mg de DSPE-PEG2000 (1,5 % molar) disueltos en 300 L de agua destilada a la
fase acuosa antes de la emulsion.

Tabla 11 (PE-PEG2000-Mal 5 %+ PE-PEGS5000 0,5 %; Npec= 125)

.......................................................................................................................................................................................................................................................

ﬁPrep STV-SH/ §Conc. de { Estabilidad de MV total (108  Densidad de §Rend|mlento Q% en

‘ :mL de ‘emulsion (10° iemulsién (conc  iparte/mL) §STV (molec.  de STV (%) {moles de
iemulsién \parte/mL) :C1/Co) i/um?2) {PEPEG-

m STV

1a i1 37 £100 i12.8 6918 199 10.06

11b i3 3.7 £100 i11.9 123398 198 10.19

10.32

3.6

Tabla 12 (PE-PEG2000-Mal 5 %+ PE-PEG2000 1,5 %; Npeg= 130}

?Prep {STV-SH/ Conc. de §Estabi|idad de MV total (108 éDensidad de Rendimiento { % en

1 imL de emulsion (10°  emulsion (conc  iparte/mL)  iSTV (molec. de STV (%) {moles de
‘emulsion parte/mL) :C1/Co) i /um?) PEPEG-

m STV

12a i1 3.1 1100 1.7 19005 100 0.06

12b i3 3.0 : £10.9 28317 100 0.19

12¢ 5 3.0 : ‘9.6 143812 9 0.32 :

Preparacion de microvesiculas de STV utilizando cantidades variables de DSPE-PEG2000-maleimida y 0.5 %
de DPPE-PE5000

Se prepararon microvesiculas segun el Ejemplo 4a utilizando diversas cantidades molares de DSPE-PEG2000-
maleimida y DPPE-PEG 0,5 % en moles. Tras el tratamiento de las emulsiones, se afiadieron 3 nmoles de STV-SH/mL
a cada emulsién. En la Tabla 8 se presentan resultados.

Tabla 13 (PE-PEG2000-Mal 0,5, 1,0, 2,5 %+ PE-PEG5000 0,5 %; Nrec= 35, 45 y 75)

?Prep PE-PEG2000-Mal éTamaﬁo MV MV total (x 108 Densidad de STV §Rendimiento % en moles

i (% en moles) iDN (um) MB/mL) (molec./um?) :de STV (%) :;de PEPEG-

: STV

?13a 0.5 21 6.9 17721 60 0.12

: (n=1) H | :

13b 1 2.1 7.2 19555 76 0.16

(n=3) _

13c 2.5 2.1 75 22353 86 0.17 :
(n=11)
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Los anteriores resultados muestran que mediante el uso de una misma cantidad inicial de STV-SH, la formulacién con
2,5 % de DSPE-PEG2000-maleimida permitié obtener un mayor rendimiento de acoplamiento de STV.

Ejemplo 10

Influencia de la estabilidad de la emulsion en la suspension final de microvesiculas

Se prepararon formulaciones que comprendian DSPE-PEG2000-maleimida (relacion molar 2,5 %) y con diversas
cantidades de DPPE-PEG5000 (relacién molar 0, 0,5, 1 y 2 %) como se describié anteriormente, con 3 nmoles de
STV/mL de emulsion.

Tras el acoplamiento y la dilucién de la emulsién, se tomaron muestras de la primera mitad de la emulsién en viales y
se liofilizé. Se dejé reposar la segunda mitad de la emulsién 2h30 bajo mezcla suave, después se tomaron muestras
y se liofilizd (para imitar el posible momento de muestreo a escala industrial o piloto).

Tras la redispersiéon se compararon las caracteristicas de las microvesiculas. En la siguiente Tabla 14 se ilustran
resultados.

_Tabla 14 - Microvesiculas de distribucién inmediata en viales

‘Prep. | PEPEG5000 (relacion | Muestreode : Tamafio MVDN | MV total (x10 & MB> 2pum(x10 8
molar) emulsién (um) MB/mL) ‘ MB/mL)
14at | 0 t=0 1.48 2.9 0.5
11422 | Después de | 1,67 0.8 0.2

; : 2h30 § §

[ 14b1 | 0.5 t=0 1.81 8.1 2.3

0.7

Después de 1.41 6.0
2h30 : :

Después de
‘ 2h30
14d1 | 2 | t=0 : 1.59 : 1.7 ‘
14d2 | Después de | 1.55 § 12.0
f : 2h30 ; =

Como se puede inferir de los anteriores resultados, con mayores cantidades molares de PE-PEG5000 (Ejemplos 14¢
y 14d) se puede obtener una mejor estabilizacién de la emulsién. Las caracteristicas de las microvesiculas obtenidas
a partir de un residuo liofilizado después de 2h30 de la formacién de la emulsién eran de hecho similares a las
obtenidas tras la liofilizacion inmediata de la emulsion.

Ejemplo 11

Formulaciones utilizando 1% de DPPE-PEG5000 en comparacion con formulaciones utilizando 8 % de DSPE-
PEG2000

Se prepararon microvesiculas segun el Ejemplo 2, con la diferencia de que se afadieron adicionalmente 5 mg de
DPPE-PEG5000 (1 % molar, disueltos en 300) o 22 mg de DSPE-PEG2000 (8 % molar o 1 ml de agua destilada),
respectivamente, a la fase acuosa antes de la emulsién; se afiadieron 3 nmoles de STV-SH/mL de emulsién a cada
emulsién. Se repitié ocho veces cada preparacion (n=8). Los resultados se ilustran en la siguiente Tabla 15 (los valores
presentados y la media de las ocho preparaciones de cada formulacién), mostrando que las dos formulaciones tienen
caracteristicas comparables.

Tabla 15 (PE-PEG2000-Mal 2,5 %+ PE-PEG5000 01 % o PE-PEG2000 8 %)

?Prep. {PEPEG Conc. de Estabilidad de MV total (108 §Densidad de gRendimiento % en

: (% en emulsién (10° emulsién (conc parte/mL) :STV (molec. ide STV (%) :moles de
imoles) iparte/mL) C1/Co) :/um?) :PEPEG-

m. sv o

152 i1 3.7+0.3 99 +6 9.5+0.9 127200 +4000 184 +7 10.20 +0.03 |

(n=8) | : : f :
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‘Prep. §PEPEG Conc. de Estabilidad de MV total (108 §Densidad de §Rendimiento % en
5 (Y% en emulsion (10° emulsién (conc parte/mL) :STV (molec. ide STV (%) {moles de
imoles) :parte/mL) C1/Co) i/um2) {PEPEG-

STV

Ejemplo 12

Pruebas de recuperacion celular

Protocolo de prueba

En primer lugar se cultivaron y se expandieron células CCRF-CEM (de ATTC) segun el protocolo del proveedor. Justo
antes de la prueba, se resuspendieron las células en tampon BSA/EDTA (1 % de BSA y EDTA 2mM en DPBS, sin
Ca/Mg) a 5x10° células/mL.

La suspension celular (1 mL, alrededor de 5x108 células) se transfirié a un Eppendorf de baja unién de 2 mL y se
afiadieron 160 pL de anticuerpo CD45 antihumano de ratén biotinilado (# 555481 - BD Pharmigen) a las células. Se
incubd la mezcla durante 30 min a temperatura ambiente en un mezclador rotatorio, después se lavaron las células
mediante centrifugacion (400 g/5 min); se desechd el sobrenadante y se resuspendieron las células en 1 mL de tampdn
BSA/EDTA (mezclando 5 min en un mezclador rotatorio).

Después se afiadio la suspension de microvesiculas (0,5 ml) a la suspension celular y se incubo la mezcla durante 20
min a temperatura ambiente en un mezclador rotatorio. A continuacién se centrifugd la mezcla (400 g /5 min) y se
recupero el sobrenadante (complejos célula/microburbujas) mediante pipeteoc manual en el menisco de liquido.

Después se colapsaron las microvesiculas llenas de gas (mediante aplicacién de una presién positiva) y se contaron
las células en la fraccién de sobrenadante y en la fraccion infranadante utilizando un hemacitémetro.

La cantidad de recuperacion celular se determiné de la siguiente manera: Células sobrenadante / (Células
sobrenadante + Células infranadante, expresado como %. También se determiné el balance celular: (Células
sobrenadante + Células infranadante) / células iniciales. La prueba se validé solo si el balance celular estaba entre 90
y 110 %.

Resultados

La efectividad de las suspensiones de microburbujas preparadas en el Ejemplo 11 se evalud utilizando el protocolo de
prueba de recuperacion celular descrito anteriormente. Cada una de las ocho preparaciones de cada formulacién, 15a
o 15b, se probé dos veces (n=2).

En la siguiente Tabla 16 se proporcionan resultados.

Tabla 16 : Prueba de recuperacion celular

?Prep { Recuperacién celular (%)
15a (n=8) 8515%
115b (n=8) 97 2%

Como se puede inferir del anterior resultado, las preparaciones que comprenden una combinacién de PE-PEG2000-
Mal y de PE-PEG2000 proporcionan una recuperacion acrecentada de células con respecto a preparaciones que
comprenden PE-PEG2000-Mal y PE-PEG5000.

Se obtienen resultados similares mediante uso de las preparaciones 6a y 6¢ (con PE-PEG2000-Mal al 2,5 % y PE-
PEG2000 al 6 % o al 10 %, respectivamente).
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REIVINDICACIONES

1. Una suspensién de microvesiculas llenas de gas que comprenden un gas fisiolégicamente aceptable con una
envoltura estabilizante, que comprende:

a) un fosfolipido

b) de 1 % a 8 % en moles de un primer fosfolipido pegilado que comprende una fraccién reactiva, estando unida al
menos una parte de dicho fosfolipido pegilado a un ligando a través de dicha fraccién reactiva; y

c)de 1 % a 12 % en moles de un segundo fosfolipido pegilado;

comprendiendo dicha suspension menos de 40 % en moles de dicho ligando, ya sea en forma libre o unido a dicho
fosfolipido pegilado, con respecto a la cantidad molar de fosfolipido pegilado que comprende dicho ligando en la
envoltura.

2. La suspensién segun la reivindicacién 1 que comprende menos de 33 % en moles de dicho ligando.

3. La suspension segun la reivindicacioén 1 o 2, en donde la parte del primer fosfolipido pegilado que comprende un
ligando esta presente en la envoltura estabilizante en una cantidad molar de 0,03 a 0,75 %.

4. La suspension segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la parte del primer fosfolipido
pegilado no unida al ligando esta presente en una cantidad molar de 0,5 % a 7,5 % en dicha envoltura.

5. La suspensién segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde dicho primer o dicho segundo
fosfolipido pegilado es un fosfolipido enlazado covalentemente a un polietilenglicol con un peso molecular promedio
de 1000 a 8000 g/mol.

6. La suspensién segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde dicho ligando se selecciona a partir
del grupo formado por avidina, neutravidina y estreptavidina.

7. La suspensién segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde dicho ligando tiene una densidad
en la superficie de al menos 8000 moléculas/um?.

8. La suspension segln cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde dicho primer o dicho segundo
fosfolipido pegilado es un fosfolipido enlazado covalentemente a un polietilenglicol con un peso molecular de 2000
g/mol +/-5 %.

9. La suspension segun la reivindicacion 8, en donde la cantidad molar de dicho segundo fosfolipido pegilado es de al
menos 3,5 %.

10. La suspensién segun la reivindicacion 8, en donde la cantidad molar de dicho segundo fosfolipido pegilado es de
al menos 5 %.

11. La suspensién segun la reivindicacién 8, en donde la relacién molar relativa entre dicho primer y segundo
fosfolipido pegilado es de 1:1 a 1:8.

12. La suspensién segln cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la cantidad molar de fosfolipido es
de 60 % a 95 %.

13. La suspensién segln cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que comprende ademas un lipido.

14. La suspensién segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde dicho primer o segundo fosfolipido
pegilado es una fosfatidiletanolamina pegilada.

15.La suspensién segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde:donde:
Nree = MW ™% en moles; + MW:*% en moles:Donde:

- MW1 y % en molesi se refieren respectivamente al peso molecular y al % molar de la cadena de PEG contenida en
el primer fosfolipido pegilado que comprende la fraccién reactiva; y

- MW2y % en moles: se refiere respectivamente al peso molecular y al % molar de la cadena de PEG contenida en el
segundo fosfolipido pegilado, en donde Nrec es superior a 90.

16. La suspension segun la reivindicacion 15, en donde MW 1y MW2 son 2000 g/mol +/- § %.

17. Uso de la suspensiéon como se definié en cualquiera de las reivindicaciones precedentes para la separacién de
células.
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