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DESCRIPCION
Nanoparticulas a base de lipidos
Referencia cruzada a solicitudes relacionadas

Esta solicitud reivindica la prioridad de la Solicitud de patente provisional U.S. N.° 61/472.605, presentada el 6 de
abril de 2011.

declaracion con respecto a la investigacion o el desarrollo con patrocinio federal

Esta invencién se hizo con el apoyo del gobierno bajo W81XWH-09-2-0139 otorgado por el Departamento de
Defensa de los EE. UU. El gobierno tiene ciertos derechos en esta invencion.

Antecedentes

La enfermedad de Alzheimer ("AD") es una enfermedad neurodegenerativa caracterizada por pérdida de memoria y
otros déficits cognitivos. AD es la forma mas comun de demencia y afecta a una de cada ocho personas mayores de
65 afios y uno de cada dos mayores de 85 afios. AD es la sexta causa de muerte en los Estados Unidos. Mas de 5,5
millones de estadounidenses sufren de AD, con un costo anual estimado de $ 200 billones USD. En el afio 2050, se
proyecta que AD afectara a mas de 20 millones de estadounidenses con un precio anual de $ 1,1 trillones USD (en
2011 dolares). En todo el mundo, las cifras estimadas para el afio 2011 fueron mas de 37 millones de pacientes, con
un costo asociado de mas de $ 600 billones (USD).

Un obstaculo significativo para la identificacion y el tratamiento de la AD es la escasez de pruebas de diagnostico
efectivas. En la actualidad, la AD generalmente se diagnostica de manera concluyente mediante analisis
histopatologico post mortem. El diagndstico en pacientes vivos se basa principalmente en pruebas psiquiatricas para
detectar el deterioro cognitivo. Sin embargo, los principales marcadores neuropatoldgicos de depositos de placa AD-
B amiloide extracelular ("AB") y ovillos neurofibrilares intracelulares se manifiestan mucho antes de que los sintomas
clinicos sean discernibles. Los depdsitos de AR también representan un importante factor de riesgo de accidente
cerebrovascular hemorragico.

Por lo tanto, existe una necesidad de composiciones y procedimientos adecuados para la formacion de imagenes in
vivo de depositos de placa de A intracraneal, con fines de diagnodstico y para controlar la efectividad de terapias
dirigidas a evitar depodsitos de placa de AB. Los enfoques actuales sufren de una o mas de una miriada de
inconvenientes, que incluyen invasividad, falta de especificidad de los agentes de formacion de imagenes para
depdsitos de AB, resolucidn inadecuada, la incapacidad de los agentes de formaciéon de imagenes para atravesar la
barrera hematoencefalica ("BBB") de manera efectiva, una tendencia por parte de los agentes de formacion de
imagenes para inducir una respuesta proinflamatoria inadecuadamente alta en la vecindad de los depdsitos de AB, y
una citotoxicidad inadecuada. Por lo tanto, existe una necesidad adicional de composiciones y procedimientos que
sean adecuados para la formacién de imagenes in vivo de depdsitos de placa de AB intracraneal, pero que no sufren
de uno o mas de los inconvenientes de los enfoques actuales. Todavia es necesario que existan composiciones y
procedimientos adecuados para tratar o ayudar al tratamiento o la profilaxis de AD. SKAAT H ET AL: Synthesis of
fluorescent-maghemite nanoparticles as multimodal imaging agents for amiloid-beta fibrils detection and removal by a
magnetic field", BIOCHEMICAL AND BIOPHYSICAL RESEARCH COMMUNICATIONS, vol. 386, num. 4, septiembre
de 2009, paginas 645-649, divulga nanoparticulas de maghemita (Fe203) que permiten la deteccion temprana de
placas amiloides usando MRI.

Sumario

En una realizacion, se proporciona una composicién liposémica definida en las reivindicaciones que comprende un
fosfolipido-polimero-compuesto aromatico en la que el compuesto aromatico es un compuesto de Férmula I:

en la que R, Ry, Ry, Ry, Ry’ = H, F, CI, Br, |, alquilo, arilo, OH, O-alquilo, O-arilo, NH2, NH-alquilo, N-dialquilo,
carboxilo, sulfonilo, carbamoilo, o glicosilo.

En una realizacion, el heterociclo aromatico de Férmula | se puede conjugar con un polimero hidréfilo, por ejemplo,

polietilen glicol ("PEG") y un lipido, por ejemplo, 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina ("DPPC"), 1,2-distearoil-sn-
glicero-3-fosfoetanolamina ("DSPE"), 1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfocolina ("DSPC"), 1,2-Dipalmitoil-sn-glicero-3-
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fosfoetanolamina ("DPPE"), para formar un conjugado de lipido-polimero hidréfilo-ligando de Férmula 1. En una
realizacion, el conjugado de lipido-polimero hidrofilo-ligando de Férmula | se incorpora en una composicion
liposémica.

En una realizacién, se proporciona un procedimiento para la formacion de imagenes de depdsitos amiloides en un
paciente, el procedimiento que comprende:

introducir en el paciente una cantidad detectable de una composicién liposémica que comprende un conjugado de
lipido-polimero hidroéfilo-ligando de Férmula |;

dejar suficiente tiempo para la que composicion liposémica se asocie con uno o mas depdsitos amiloides; y
detectar la composicion liposémica asociada con el uno o mas depésitos amiloides.

En una realizacion, se proporciona una composicién liposémica definida en las reivindicaciones que comprende un
fosfolipido-polimero-compuesto aromatico en el que el compuesto aromatico es un compuesto de Férmula Il

en la que R, Ry, Ry, Ry, Ry’ = H, F, CI, Br, |, alquilo, arilo, OH, O-alquilo, O-arilo, NH2, NH-alquilo, N-dialquilo,
carboxilo, sulfonilo, carbamoilo, o glicosilo.

En una realizacion, el heterociclo aromatico de Férmula Il se puede conjugar con un polimero hidréfilo, por ejemplo,
PEG y un lipido, por ejemplo, DPPC, DSPE, DSPC, DPPE, para formar un conjugado de lipido-polimero hidréfilo-
ligando de Férmula Il. En una realizacion, el conjugado de fosfolipido-polimero hidréfilo-ligando de Férmula Il se
incorpora en una composicion liposémica.

En una realizacién, se proporciona un procedimiento para la formacion de imagenes de depdsitos amiloides en un
paciente, el procedimiento que comprende:

introducir en el paciente una cantidad detectable de una composicién liposémica que comprende un conjugado de
lipido-polimero hidroéfilo-ligando de Férmula l;

dejar suficiente tiempo para la que composicion liposémica se asocie con uno o mas depdsitos amiloides; y
detectar la composicion liposémica asociada con los uno o mas depdsitos amiloides.

En una realizacion, se proporciona una composicién liposémica definida en las reivindicaciones que comprende un
fosfolipido-polimero-compuesto aromatico en el que el compuesto aromatico es un compuesto de Féormula lll:

N=

R, [

en la que R, Ry, Ry, Ry, Ry’ = H, F, CI, Br, |, alquilo, arilo, OH, O-alquilo, O-arilo, NH2, NH-alquilo, N-dialquilo,
carboxilo, sulfonilo, carbamoilo, o glicosilo.

En una realizacion, el heterociclo aromatico de Férmula 1l se puede conjugar con un polimero hidrofilo, por ejemplo,
PEG y un lipido, por ejemplo, DPPC, DSPE, DSPC, DPPE, para formar un conjugado de lipido-polimero hidréfilo-
ligando de Formula Ill. En una realizacién, el conjugado de lipido-polimero hidréfilo-ligando de Férmula Il se
incorpora en una composicion liposémica.

En una realizacién, se proporciona un procedimiento para la formacion de imagenes de depdsitos amiloides en un
paciente, el procedimiento que comprende:
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introducir en el paciente una cantidad detectable de una composicién liposémica que comprende un conjugado de
lipido-polimero hidrofilo-ligando de Férmula Il;

dejar suficiente tiempo para la que composicion liposémica se asocie con uno o mas depdsitos amiloides; y
detectar la composicion liposémica asociada con el uno o mas depésitos amiloides.

En una realizacion, se proporciona una composicién liposémica definida en las reivindicaciones que comprende un
fosfolipido-polimero-compuesto aromatico en que el compuesto aromatico es un compuesto de Férmula [V:

R2 v

en la que R, Ry, Ry, Ry, Ry’ = H, F, CI, Br, |, alquilo, arilo, OH, O-alquilo, O-arilo, NH2, NH-alquilo, N-dialquilo,
carboxilo, sulfonilo, carbamoilo, o glicosilo.

En una realizacion, el heterociclo aromatico de Férmula IV se puede conjugar con un polimero hidréfilo, por ejemplo,
PEG y un lipido, por ejemplo, DPPC, DSPE, DSPC, DPPE, para formar un conjugado de lipido-polimero hidréfilo-
ligando de Férmula IV. En una realizacion, el conjugado de lipido-polimero hidrofilo-ligando de Férmula IV se
incorpora en una composicion liposémica.

En una realizacién, se proporciona un procedimiento para la formacion de imagenes de depdsitos amiloides en un
paciente, el procedimiento que comprende:

introducir en el paciente una cantidad detectable de una composicién liposémica que comprende un conjugado de
lipido-polimero hidrofilo-ligando de Férmula IV;

dejar suficiente tiempo para la que composicion liposémica se asocie con uno o mas depdsitos amiloides; y
detectar la composicion liposémica asociada con el uno o mas depésitos amiloides.

En una realizacion, se proporciona una composicion liposémica definida en las reivindicaciones que comprende un
fosfolipido-polimero-compuesto aromatico en el que el compuesto aromatico es un compuesto de Féormula V:

o] =N Ry
K\- / N e
1 R Ra
R Vv
en la que R, Ry, Ry, Ry, Ry = H, F, CI, Br, |, alquilo, arilo, OH, O-alquilo, O-arilo, NH2, NH-alquilo, N-dialquilo,
carboxilo, sulfonilo, carbamoilo, o glicosilo.

En una realizacion, el heterociclo aromatico de Férmula V se puede conjugar con un polimero hidrofilo, por ejemplo,
PEG y un lipido, por ejemplo, DPPC, DSPE, DSPC, DPPE, para formar un conjugado de lipido-polimero hidréfilo-
ligando de Férmula V. En una realizacién, el conjugado de lipido-polimero hidréfilo-ligando de Férmula V se puede
incorporar en una composicion liposémica.

En una realizacién, se proporciona un procedimiento para la formacion de imagenes de depdsitos amiloides en un
paciente, el procedimiento que comprende:

introducir en el paciente una cantidad detectable de una composicién liposémica que comprende un conjugado de
lipido-polimero hidrofilo-ligando de Férmula V;

dejar suficiente tiempo para la que composicion liposémica se asocie con uno o mas depdsitos amiloides; y
detectar la composicion liposémica asociada con los uno o mas depdsitos amiloides.
En una realizacion, se proporciona una composicion liposémica definida en las reivindicaciones que comprende un
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fosfolipido-polimero-compuesto aromatico en el que el compuesto aromatico es un compuesto de Férmula VI:

Rs VI

en el que R, Ry, Ry, Ry, Ry’ = H, F, CI, Br, |, alquilo, arilo, OH, O-alquilo, O-arilo, NH2, NH-alquilo, N-dialquilo,
carboxilo, sulfonilo, carbamoilo, o glicosilo.

En una realizacion, el heterociclo aromatico de Férmula VI se puede conjugar con un polimero hidréfilo, por ejemplo,
PEG y un lipido, por ejemplo, DPPC, DSPE, DSPC, DPPE, para formar un conjugado de lipido-polimero hidréfilo-
ligando de Férmula VI. En una realizacion, el conjugado de lipido-polimero hidrofilo-ligando de Férmula VI se
incorpora en una composicion liposémica.

En una realizacién, se proporciona un procedimiento para la formacion de imagenes de depdsitos amiloides en un
paciente, el procedimiento que comprende:

introducir en el paciente una cantidad detectable de una composicién liposémica que comprende un conjugado de
lipido-polimero hidrofilo-ligando de Férmula VI,

dejar suficiente tiempo para la que composicion liposémica se asocie con uno o mas depdsitos amiloides; y
detectar la composicion liposémica asociada con el uno o mas depésitos amiloides.

En una realizacion, se proporciona una composicion liposémica definida en las reivindicaciones que comprende un
fosfolipido-polimero-compuesto aromatico en el que el compuesto aromatico es un compuesto de Férmula VII:

en el que R, Ry, Ry, Ry, Ry = H, F, CI, Br, |, alquilo, arilo, OH, O-alquilo, O-arilo, NH2, NH-alquilo, N-dialquilo,
carboxilo, sulfonilo, carbamoilo, o glicosilo; y en el que a,b,c,d,e=C,N, O,0S.

En una realizacion, el compuesto aromatico de Férmula VIl se puede conjugar con un polimero hidrofilo, por
ejemplo, PEG y un lipido, por ejemplo, DPPC, DSPE, DSPC, DPPE, para formar un conjugado de lipido-polimero
hidrofilo-ligando de Férmula VII. En una realizacién, el conjugado de lipido-polimero hidrofilo-ligando de Férmula VI
se incorpora en una composicién liposémica.

En una realizacién, se proporciona un procedimiento para la formacion de imagenes de depdsitos amiloides en un
paciente, el procedimiento que comprende:

introducir en el paciente una cantidad detectable de una composicién liposémica que comprende un conjugado de
lipido-polimero hidrofilo-ligando de Férmula VII;

dejar suficiente tiempo para la que composicion liposémica se asocie con uno o mas depdsitos amiloides; y
detectar la composicion liposdmica asociada con el uno o mas depésitos amiloides.

En una realizacién, se proporciona una composicion liposémica, la composicion liposémica que comprende:
un fosfolipido;

colesterol,

un agente de potenciacion de contraste que contiene gadolinio no radioactivo;

un fosfolipido que se derivatiza con un polimero; y
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un conjugado que comprende un compuesto aromatico que tiene cualquiera de las férmulas I-VII, tal como un
conjugado en una forma de un conjugado de lipido-polimero hidréfilo-compuesto aromatico descripto en la presente.

En una realizacion, la composicién liposémica comprende:

DPPC;

colesterol;

(acido dietilentriaminopentaacético)-bis(estearilamida), sal de gadolinio ("GdDTPA-BSA")

1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-[metoxi(polietilen  glicol)-2000] ("DSPE-mPEG-2000"; CAS Num.
147867-65-0); y DSPE-PEG,-metoxi-XO4, donde n (es decir, el numero de unidades repetidas de etilen glicol) =
aproximadamente 10 a aproximadamente 100, o aproximadamente 30 a aproximadamente 60.

En una realizacién, se proporciona un procedimiento para la formacion de imagenes de depdsitos amiloides en un
paciente, el procedimiento que comprende:

introducir en el paciente una cantidad detectable de una composicion liposémica que comprende un fosfolipido;
colesterol,

un agente de potenciacion de contraste que contiene gadolinio no radioactivo;
un fosfolipido que se derivatiza con un polimero; y

un conjugado que comprende un compuesto aromatico que tiene cualquiera de las férmulas I-VII, tal como un
conjugado en una forma de un conjugado de lipido-polimero hidréfilo-compuesto aromatico descripto en la presente;

dejar suficiente tiempo para la que composicion liposémica se asocie con uno o mas depdsitos amiloides; y
detectar la composicion liposémica asociada con el uno o mas depésitos amiloides.

En una realizacion, la deteccién comprende la deteccion por imagen de fluorescencia (Fl). En otra realizacion, la
deteccion comprende la deteccion por imagen de resonancia magnética (MRI). También se describe un
procedimiento, en el que la deteccion comprende la deteccion por imagenes SPECT y/o imagenes PET, y el agente
potenciador del contraste no radiactivo se reemplaza con un agente potenciador del contraste radiactivo, que
comprende por ejemplo los agentes que se estima apropiados para usar con imagenes SPECT y/o imagenes PET
en el National Institute of Health's Molecular Imaging and Contrast Agent Database ("MICAD").

En una realizacion, la deteccion comprende la deteccion por Fl. También se describe un procedimiento en el que la
deteccion comprende la deteccion por imagenes SPECT y/o imagenes PET, y el agente potenciador del contraste no
radiactivo se reemplaza con un agente potenciador del contraste radiactivo, que comprende por ejemplo los agentes
considerados apropiados para el uso con imagenes SPECT y/o imagenes PET en National Institute of Health's
Molecular Imaging and Contrast Agent Database ("MICAD").

Breve descripcion de los dibujos

En las figuras acompafantes, se proporcionan férmulas quimicas, estructuras quimicas y datos experimentales que,
junto con la descripcion detallada proporcionada a continuacion, describen ejemplos de formas de realizacion de la
invencion reivindicada.

La Figura 1 ilustra un esquema de ejemplo para la sintesis del conjugado lipido-polimero hidréfilo-ligando aromatico,
DSPE-PEG,-metoxi-XO4 ("Me-X04").

La Figura 1A ilustra el ejemplo de imagenes del microscopio electronico de transmision ("TEM") de DSPE-
PEGmw-=3400-metoxi-X04 liposémica.

La Figura 1B ilustra otro ejemplo de imagenes TEM de DSPE-PEGuw=3400-metoxi-XO4 liposémico.
La Figura 2A ilustra la afinidad de union de liposomas marcados con Me-XO4 a fibrillas AB(1-40) sintéticas.

La Figura 2B ilustra los resultados del ejemplo de la competicion entre liposomas marcados con Me-X04, Crisamina
G ("CG"), y ligando metoxi-XO4 libre, para los sitios de union en las fibrillas AB(1-40).

La Figura 3 ilustra los resultados del ejemplo de la tincién ex vivo de tejido cerebral de raton con liposomas
marcados con Me-XO4.

La Figura 4 ilustra los resultados del ejemplo de la competicion entre los liposomas marcados con Me-XO4 y CG
para los sitios de unién en los depdsitos de la placa AR en el tejido cerebral de ratén, ex vivo.
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La Figura 5 ilustra los resultados del ejemplo de tincién in vivo del tejido cerebral de ratén con liposomas marcados
con Me-X04, y con ligando de metoxi-XO4 libre.

La Figura 6 ilustra una reconstruccion optica del ejemplo de imagenes del microscopio confocal de una seccion
sagital de un cerebro de raton inyectado con liposomas marcados con Me-XO4.

5 La Figura 7 ilustra un ejemplo de comparacion del potencial inflamatorio entre el ligando de metoxi-XO4 libre y el
conjugado de Me-X04.

La Figure 8 ilustra un ejemplo de comparacion de la toxicidad celular entre el ligando de metoxi-XO4 libre y el
conjugado de Me-XO4.

La Figura 9A ilustra una comparacion de toxicidad celular entre DSPE-PEG-acido 3-fluoro-4-aminometilfenil borénico
10 y el ligando libre, acido 3-fluoro-4-aminometilfenil borénico.

La Figura 9B ilustra una comparacion del potencial inflamatorio entre el conjugado de DSPE-PEG-acido 4-
aminopirimidin borénico y el ligando libre, acido 4-aminopirimidin borénico.

Descripcion detallada

En una realizacion, se proporciona una composicion liposémica definida en las reivindicaciones que comprende un
15 fosfolipido-polimero-compuesto aromatico en el que el compuesto aromatico es un compuesto de Férmula I:

Ra |
en la que R, Ry, Ry, Ry, Ry’ = H, F, CI, Br, |, alquilo, arilo, OH, O-alquilo, O-arilo, NH2, NH-alquilo, N-dialquilo,
carboxilo, sulfonilo, carbamoilo, o glicosilo.

En una realizacion, R = H, Ry = H, R; = H, y R{" y R’ juntos forman la unién -O-CH,-O-para formar un 1,3-
20 benzodioxol. En consecuencia, un ejemplo de un compuesto de Formula | es el compuesto 1,4-quinoxalin fenil 1,3-
benzodioxolilo 1A:

O
N— 7
aUa

1A

En otra realizacién, R = H, Ry =H, Rz =H, Ry = H, y R’ = NMe,. En consecuencia, otro ejemplo de un compuesto de
Férmula | es el compuesto 1,4-quinoxalin bifenilo IB:

Me,
N-Me

N=
avaV,
N

’e B

En una realizacion, el heterociclo aromatico de Férmula | se puede conjugar con un polimero hidrdéfilo, por ejemplo,
PEG (que tiene, por ejemplo, un peso molecular que varia de 500 — 10.000 Da) y un lipido, por ejemplo, DPPC,
DSPE, DSPC, DPPE, para formar un conjugado de lipido-polimero hidréfilo-ligando de Férmula .
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En una realizacion, el conjugado de lipido-polimero hidréfilo-ligando de Férmula | comprende:

o

||
CHs(CHz)16 ¢ —0

CHa(Cthsc_g{ ﬁ- o] . o O N
5 O =0 /J\/o%/\ h”%of\/o\/{\o Q /
o =N
H
" o

OMa

en la que n es aproximadamente 10 a aproximadamente 100, o aproximadamente 30 a aproximadamente 60.

En otra realizacion, el conjugado de lipido-polimero hidrofilo-ligando de Férmula | comprende:

=0

CH+CHz)-g

{3

—Q

CH3(CH: )¢ E_D{ ﬁ 0 N @
Il i
2 o= Dwmk%hhﬁf\/c%? S
o Me

Cia

en el que n es aproximadamente 10 a aproximadamente 100, o aproximadamente 30 a aproximadamente 60.
El conjugado de lipido-polimero hidréfilo-ligando de Férmula | se incorpora en una composicion liposémica.

En una realizacién, se proporciona un procedimiento para la formacion de imagenes de depdsitos amiloides en un
paciente, el procedimiento que comprende:

introducir en el paciente una cantidad detectable de una composicién liposémica que comprende un conjugado de
lipido-polimero hidroéfilo-ligando de Férmula |;

dejar suficiente tiempo para la que composicion liposémica se asocie con uno o mas depdsitos amiloides; y
detectar la composicion liposémica asociada con el uno o mas depésitos amiloides.

En una realizacién, la deteccion comprende la deteccion por Fl. En otra realizacién, la deteccion comprende la
deteccion por imagenes MR. También se describe un procedimiento en el que la deteccion comprende la deteccion
por imagenes SPECT y/o imagenes PET, y el agente potenciador del contraste no radiactivo se reemplaza con un
agente potenciador del contraste radiactivo, que comprende por ejemplo los agentes considerados apropiados para
usar con imagenes SPECT y/o imagenes PET en el National Institute of Health's Molecular Imaging and Contrast
Agent Database ("MICAD").

En una realizacion, se proporciona una composicion liposémica definida en las reivindicaciones que comprende un
fosfolipido-polimero-compuesto aromatico en el que el compuesto aromatico es un compuesto de Férmula Il

N= — —N R’
=\ R
Ri~{— f’{ \\,~__f7 \\\\_j
%1 / N . I|? IAE'
R2

en la que R, Ry, Ry, Ry, Ry’ = H, F, CI, Br, |, alquilo, arilo, OH, O-alquilo, O-arilo, NH2, NH-alquilo, N-dialquilo,
carboxilo, sulfonilo, carbamoilo, o glicosilo.
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En una realizacion, R=H, Ri=H,R;=H,R{'=H,yRy' =

MeQ
N= —N

N \_/
A

OMe. En consecuencia, un ejemplo de un compuesto de Formula Il es el compuesto 1,4-quinoxalin fenil piridinilo II1A:

Otro ejemplo de un compuesto de Férmula Il es el compuesto 1,4-quinoxalin fenil piridinilo 11B:

N=— —
B

En una realizacion, el heterociclo aromatico de Férmula Il se puede conjugar con un polimero hidréfilo, por ejemplo,
PEG (que tiene, por ejemplo, un peso molecular que varia de 500 -10.000 Da) y un lipido, por ejemplo, DPPC,
DSPE, DSPC, DPPE, para formar un conjugado de lipido-polimero hidréfilo-ligando de Férmula II.

En una realizacion, el conjugado de lipido-polimero hidréfilo-ligando de Férmula 1l comprende:

A

CHa{CHzle
T
CHa(CHzhe m— (ljl Q N, __
| To Lt
O—F—0 0 M Q0
0 wl\l \/’\O %CIA\‘-/ \"AU
Ohla H | "
o —
N
M

en el que n es aproximadamente 10 a aproximadamente 100, o aproximadamente 30 a aproximadamente 60.

En otra realizacion, el conjugado de lipido-polimero hidréfilo-ligando de Férmula Il comprende:

il
CHyCH s c—0

CHa[CHzNe - — 0
[l
o (e} FI\’ U%NJJ\/U{\/\ hN% /\\/ \\/’\-O @
QM

en el que n es aproximadamente 10 a aproximadamente 100, o aproximadamente 30 a aproximadamente 60.
El conjugado de lipido-polimero hidréfilo-ligando de Férmula 1l se incorpora en una composicion liposémica.

En una realizacién, se proporciona un procedimiento para la formacion de imagenes de depdsitos amiloides en un
paciente, el procedimiento que comprende:

introducir en el paciente una cantidad detectable de una composicién liposémica que comprende un conjugado de
lipido-polimero hidroéfilo-ligando de Férmula l;

dejar suficiente tiempo para la que composicion liposémica se asocie con uno o mas depdsitos amiloides; y
detectar la composicion liposémica asociada con el uno o mas depésitos amiloides.

En una realizacién, la deteccion comprende la deteccion por Fl. En otra realizacién, la deteccion comprende la
deteccion por imagenes MR. También se describe un procedimiento en el que la deteccion comprende la deteccion
por imagenes SPECT y/o imagenes PET, y el agente potenciador del contraste no radiactivo se reemplaza con un
agente potenciador del contraste radiactivo, que comprende por ejemplo los agentes considerados apropiados para
usar con imagenes SPECT y/o imagenes PET en el National Institute of Health's Molecular Imaging and Contrast
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Agent Database ("MICAD").

En una realizacion, se proporciona una composicion liposémica definida en las reivindicaciones que comprende un
fosfolipido-polimero-compuesto aromatico en el que el compuesto aromatico es un compuesto de Formula lll:

en la que R, Ry, Ry, Ry, Ry’ = H, F, CI, Br, |, alquilo, arilo, OH, O-alquilo, O-arilo, NH2, NH-alquilo, N-dialquilo,
carboxilo, sulfonilo, carbamoilo, o glicosilo.

En una realizacion, R=H, R1=H, R, =H, R{'=OMe, y
R2' = OMe. En consecuencia, un ejemplo de un compuesto de Férmula Il es el compuesto 1,4-quinoxalin fenil

pirimidinilo 111A:

MeQ

=N
) \ /) —OMe
N N

N=

A

En una realizacion, el heterociclo aromatico de Férmula 1l se puede conjugar con un polimero hidréfilo, por ejemplo,
PEG (que tiene, por ejemplo, un peso molecular que varia de 500 -10.000 Da) y un lipido, por ejemplo, DPPC,
DSPE, DSPC, DPPE, para formar un conjugado de lipido-polimero hidréfilo-ligando de Férmula Ill.

En una realizacion, el conjugado de lipido-polimero hidréfilo-ligando de Férmula 1l comprende:

I
CH3(CHzec—0

CHx(CHz)16 o o

o OMe
It || H M —N
O—P—0 0. N o =
Q rl_nrq \/\HJJ\/ {\/\Oh a/‘xo/‘-v \/’"\D_<\ }_Q_{@
a n o5 M N

en el que n es aproximadamente 10 a aproximadamente 100, o aproximadamente 30 a aproximadamente 60.
El conjugado de lipido-polimero hidréfilo-ligando de Férmula 1l se incorpora en una composicion liposémica.

En una realizacién, se proporciona un procedimiento para la formacién de imagenes del depdsito amiloide en un
paciente, el procedimiento que comprende:

introducir en el paciente una cantidad detectable de una composicién liposémica que comprende un conjugado de
lipido-polimero hidrofilo-ligando de Férmula Ill;

dejar suficiente tiempo para la que composicion liposémica se asocie con uno o mas depositos amiloides; y
detectar la composicion liposdmica asociada con el uno o mas depésitos amiloides.

En una realizacién, la deteccion comprende la deteccion por Fl. En otra realizacién, la deteccion comprende la
deteccion por imagenes MR. También se describe un procedimiento en el que la deteccion comprende la deteccion
por imagenes SPECT y/o imagenes PET, y el agente potenciador del contraste no radiactivo se reemplaza con un
agente potenciador del contraste radiactivo, que comprende por ejemplo los agentes considerados apropiados para
usar con imagenes SPECT y/o imagenes PET en el National Institute of Health's Molecular Imaging and Contrast
Agent Database ("MICAD").

10
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En una realizacion, se proporciona una composicion liposémica definida en las reivindicaciones que comprende un
fosfolipido-polimero-compuesto aromatico en el que el compuesto aromatico es un compuesto de Férmula 1V:

O R4
Ris{— / Q @
N
\\_1 / R Ré
R, IV

en la que R, Ry, Ry, Ry, Ry = H, F, CI, Br, |, alquilo, arilo, OH, O-alquilo, O-arilo, NH2, NH-alquilo, N-dialquilo,
5 carboxilo, sulfonilo, carbamoilo, o glicosilo.

En una realizacion, R = H, Ry = Me, R, = H, y R{' y R, juntos forman la unién -O-CH,-O-para formar un 1,3-

benzodioxol. En consecuencia, un ejemplo de un compuesto de Férmula IV es el compuesto 1,4-benzoxazin fenil
1,3-benzodioxolilo IVA:

0

0
avav
N

IVA

W
o

Me

10 En otra realizacion, R = H, Ry = Me, Rz = H, R¢' = H, y Ry’ = NMe,. En consecuencia, otro ejemplo de un compuesto
de Férmula IV es el compuesto 1,4-benzoxazin bifenilo IVB:

Me,
N-Me

O
e
N VB
Me

En una realizacion, el heterociclo aromatico de Férmula IV se puede conjugar con un polimero hidréfilo, por ejemplo,
PEG (que tiene, por ejemplo, un peso molecular que varia de 500 -10.000 Da) y un lipido, por ejemplo, DPPC,
15 DSPE, DSPC, DPPE, para formar un conjugado de lipido-polimero hidréfilo-ligando de Férmula IV.

En una realizacion, el conjugado de lipido-polimero hidréfilo-ligando de Férmula IV comprende:

[

|
CHa[CHahe - —ny

{ e
CHa(CHzMe c = o] o Q N
° o—Fll—o\/\NJ\,o{\/\ hn“ﬂo’ﬂ“\’p\/ﬁo‘ .‘(ﬂ' ﬁ
N H o o
o

=

en el que n es aproximadamente 10 a aproximadamente 100, o aproximadamente 30 a aproximadamente 60.

11



10

15

20

25

ES 2 685 824 T3

En otra realizacion, el conjugado de lipido-polimero hidréfilo-ligando de Férmula IV comprende:

Il
CHuCHzle C—o Me
G"a[CHz]mC_O% o o Q N
| | JJ\/ o H o i
L] ok 0'\.\/’\” {\/\0 N%D/\f ~ o
OMa H
o Me

en el que n es aproximadamente 10 a aproximadamente 100, o aproximadamente 30 a aproximadamente 60.
El conjugado de lipido-polimero hidréfilo-ligando de Férmula IV se incorpora en una composicion liposémica.

En una realizacién, se proporciona un procedimiento para la formacion de imagenes de depdsitos amiloides en un
paciente, el procedimiento que comprende:

introducir en el paciente una cantidad detectable de una composicién liposémica que comprende un conjugado de
lipido-polimero hidrofilo-ligando de Formula IV;

dejar suficiente tiempo para la que composicion liposémica se asocie con uno o mas depdsitos amiloides; y
detectar la composicion liposémica asociada con el uno o mas depésitos amiloides.

En una realizacién, la deteccion comprende la deteccion por Fl. En otra realizacién, la deteccion comprende la
deteccion por imagenes MR. También se describe un procedimiento en el que la deteccion comprende la deteccion
por imagenes SPECT y/o imagenes PET, y el agente potenciador del contraste no radiactivo se reemplaza con un
agente potenciador del contraste radiactivo, que comprende por ejemplo los agentes considerados apropiados para
usar con imagenes SPECT y/o imagenes PET en el National Institute of Health's Molecular Imaging and Contrast
Agent Database ("MICAD").

En una realizacion, se proporciona una composicion liposémica definida en las reivindicaciones que comprende un
fosfolipido-polimero-compuesto aromatico en el que el compuesto aromatico es un compuesto de Féormula V:

R>

en la que R, Ry, Ry, Ry, Ry’ = H, F, CI, Br, |, alquilo, arilo, OH, O-alquilo, O-arilo, NH2, NH-alquilo, N-dialquilo,
carboxilo, sulfonilo, carbamoilo, o glicosilo.

En una realizacion, R = H, Ry = Me, Rz = H, Ry' = H, y Ry'= OMe. En consecuencia, un ejemplo de un compuesto de
Férmula V es el compuesto 1,4-benzoxazin fenil piridinilo VA:

O —
N \ N

VA

Me

En una realizacion, el heterociclo aromatico de Férmula V se puede conjugar con un polimero hidréfilo, por ejemplo,
PEG (que tiene, por ejemplo, un peso molecular que varia de 500 -10.000 Da) y un lipido, por ejemplo, DPPC,
DSPE, DSPC, DPPE, para formar un conjugado de lipido-polimero hidréfilo-ligando de Férmula V.
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En una realizacion, el conjugado de lipido-polimero hidréfilo-ligando de Férmula V comprende:

I
CH3lCHz e o —0y

CH3(CHzMs p—y 'ﬁl

a Me:
,'C! o GV\NJJ\,O{\/\ hﬂw@,/‘\vﬁx/‘g o N‘Q
Na H e N $
"o o

en el que n es aproximadamente 10 a aproximadamente 100, o aproximadamente 30 a aproximadamente 60.
El conjugado de lipido-polimero hidréfilo-ligando de Férmula V se incorpora en una composicion liposémica.

En una realizacién, se proporciona un procedimiento para la formacion de imagenes de depdsitos amiloides en un
paciente, el procedimiento que comprende:

introducir en el paciente una cantidad detectable de una composicién liposémica que comprende un conjugado de
lipido-polimero hidrofilo-ligando de Férmula V;

dejar suficiente tiempo para la que composicion liposémica se asocie con uno o mas depdsitos amiloides; y
detectar la composicion liposémica asociada con el uno o mas depésitos amiloides.

En una realizacién, la deteccion comprende la deteccion por Fl. En otra realizacién, la deteccion comprende la
deteccion por imagenes MR. También se describe un procedimiento en el que la deteccion comprende la deteccion
por imagenes SPECT y/o imagenes PET, y el agente potenciador del contraste no radiactivo se reemplaza con un
agente potenciador del contraste radiactivo, que comprende por ejemplo los agentes considerados apropiados para
usar con imagenes SPECT y/o imagenes PET en el National Institute of Health's Molecular Imaging and Contrast
Agent Database ("MICAD").

En una realizacion, se proporciona una composicion liposémica definida en las reivindicaciones que comprende un
fosfolipido-polimero-compuesto aromatico en el que el compuesto aromatico es un compuesto de Férmula VI:

R> Vi

en la que R, Ry, Ry, Ry, Ry’ = H, F, CI, Br, |, alquilo, arilo, OH, O-alquilo, O-arilo, NH2, NH-alquilo, N-dialquilo,
carboxilo, sulfonilo, carbamoilo, o glicosilo.

En una realizacion, R = H, R1 = Me, Rz = H, Ry' = OMe, y R,' = OMe. En consecuencia, un ejemplo de un compuesto
de Férmula VI es el compuesto 1,4-quinoxalin fenil pirimidinilo VIA:

MeQ

=N
/i \ l:;>_DME

VIA
Me

En una realizacion, el heterociclo aromatico de Férmula VI se puede conjugar con un polimero hidréfilo, por ejemplo,
PEG (que tiene, por ejemplo, un peso molecular que varia de 500 -10.000 Da) y un lipido, por ejemplo, DPPC,
DSPE, DSPC, DPPE, para formar un conjugado de lipido-polimero hidréfilo-ligando de Férmula VI.
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En una realizacion, el conjugado de lipido-polimero hidréfilo-ligando de Férmula VI comprende:

v

|
CH3(CH2)8 0 —oy

CHalCH) 16—y O

o Ohde
Il | H M — Q
a o] pl O.\_/\NJJ\/O - N""/\D/\‘/va\“o—{; /
OMa H M \ 4
n g N
e

en el que n es aproximadamente 10 a aproximadamente 100, o aproximadamente 30 a aproximadamente 60.
El conjugado de lipido-polimero hidréfilo-ligando de Férmula VI se incorpora en una composicion liposémica.

En una realizacién, se proporciona un procedimiento para la formacion de imagenes de depdsitos amiloides en un
paciente, el procedimiento que comprende:

introducir en el paciente una cantidad detectable de una composicién liposémica que comprende un conjugado de
lipido-polimero hidréfilo-ligando de Férmula VI,

dejar suficiente tiempo para la que composicion liposémica se asocie con uno o mas depdsitos amiloides; y
detectar la composicion liposémica asociada con el uno o mas depésitos amiloides.

En una realizacién, la deteccion comprende la deteccion por Fl. En otra realizacién, la deteccion comprende la
deteccion por imagenes MR. También se describe un procedimiento en el que la deteccion comprende la deteccion
por imagenes SPECT y/o imagenes PET, y el agente potenciador del contraste no radiactivo se reemplaza con un
agente potenciador del contraste radiactivo, que comprende por ejemplo los agentes considerados apropiados para
usar con imagenes SPECT y/o imagenes PET en el National Institute of Health's Molecular Imaging and Contrast
Agent Database ("MICAD").

En una realizacion, se proporciona una composicion liposémica definida en las reivindicaciones que comprende un
fosfolipido-polimero-compuesto aromatico en el que el compuesto aromatico es un compuesto de Férmula VII:

R, —

- —h R

CJP a"\ / \ I / \ \a_t:;AE:Ri
# L
Ry d=€ R etd
2 VI R,

en la que R, Ry, Ry, Ry, Ry = H, F, CI, Br, |, alquilo, arilo, OH, O-alquilo, O-arilo, NH2, NH-alquilo, N-dialquilo,
carboxilo, sulfonilo, carbamoilo, o glicosilo, y a, b, c,d,e=C, N, O,0 S.

En una realizacion, R = OMe, Ry = H, R, = O-alquilo, Ry' = OH, y Ry' = H. En consecuencia, un ejemplo de un
compuesto de Formula VIl es el compuesto divinil benceno VIIA ("metoxi-XO4"):

MeQ

HO

VIIA

En una realizacion, el compuesto aromatico de Férmula VIl se puede conjugar con un polimero hidrofilo, por
ejemplo, PEG (que tiene, por ejemplo, un peso molecular que varia de 500 — 10.000 Da) y un lipido, por ejemplo,
DPPC, DSPE, DSPC, DPPE, para formar un conjugado de lipido-polimero hidréfilo-ligando de Férmula VII. Por
ejemplo, en una realizacion, el ligando de metoxi-XO4 se puede conjugar con PEG y DSPE para formar el conjugado
de DSPE-PEG;-Metoxi-XO4 mostrado como "1" en la Figura 1 (y algunas veces denominado de aqui en adelante
como "Me-X04"):
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T
CH3{CHze C—D,

MeC
CHalCHzheo—0 fIJ' o] u
n s
O=P=0 O N
fo , *\/\NJk/ {‘/\o %OMO%OW A\ Q -
ONa H
O

El conjugado de lipido-polimero hidréfilo-ligando de Formula VIl, por ejemplo, Me-XO4, y aun mas particularmente,
DPSE-PEGas0Metoxi-XO4 (donde 3400 significa el peso molecular del polietilenglicol), se incorpora en una
composicion liposémica.

En una realizacién, se proporciona un procedimiento para la formacion de imagenes de depdsitos amiloides en un
paciente, el procedimiento que comprende:

introducir en el paciente una cantidad detectable de una composicién liposémica que comprende un conjugado de
lipido-polimero hidrofilo-ligando de Férmula VII;

dejar suficiente tiempo para la que composicion liposémica se asocie con uno o mas depdsitos amiloides; y
detectar la composicion liposémica asociada con el uno o mas depésitos amiloides.

En una realizacién, la deteccion comprende la deteccion por Fl. En otra realizacién, la deteccion comprende la
deteccion por imagenes MR. También se describe un procedimiento en el que la deteccion comprende la deteccidn
por imagenes SPECT y/o imagenes PET, y el agente potenciador del contraste no radiactivo se reemplaza con un
agente potenciador del contraste radiactivo, que comprende por ejemplo los agentes considerados apropiados para
usar con imagenes SPECT y/o imagenes PET en el National Institute of Health’s Molecular Imaging and Contrast
Agent Database ("MICAD").

También se describen uno o mas ligandos amiloides alternativos (es decir, diferentes de los ligandos de union a
amiloide descriptos anteriormente), que incluyen, pero sin limitacion, rojo Congo y sus derivados, Tioflavina T y sus
derivados, y CG y sus derivados, que se puede conjugar con un polimero hidréfilo, por ejemplo, PEG (que tiene, por
ejemplo, un peso molecular que varia de 500 -10.000 Da) y similares, y un lipido, por ejemplo, DPPC, DSPE, DSPC,
DPPE, y similares, para formar un conjugado de lipido-polimero hidréfilo-ligando de amiloide. El conjugado de lipido-
polimero hidréfilo-ligando de amiloide se puede incorporar en una composicion liposémica.

En una realizacidon, se proporciona un procedimiento para la formacion de imagenes de lesiones amiloides, el
procedimiento que comprende:

introducir en el paciente una cantidad detectable de una composicién liposémica definida en las reivindicaciones que
comprende un conjugado de lipido-polimero hidrdéfilo-ligando de amiloide;

dejar suficiente tiempo para la que composicion liposémica se asocie con uno o mas depdsitos amiloides; y
detectar la composicion liposémica asociada con el uno o mas depésitos amiloides.

Las composiciones liposémicas descriptas en la presente pueden permitir ademas la administracion de moléculas
terapéuticas a las lesiones amiloides, lo que permite el tratamiento de las lesiones.

En una realizacién, se proporciona una composicion liposémica, la composicion liposémica que comprende:

un fosfolipido; colesterol, un agente de potenciacion de contraste que contiene gadolinio no radioactivo; un
fosfolipido que se derivatiza con un polimero; y un conjugado que comprende un compuesto aromatico que tiene
cualquiera de las formulas 1-VII, tal como un conjugado en una forma de un conjugado de lipido-polimero hidrofilo-
compuesto aromatico descripto en la presente.

En una realizacion, la composicién liposémica comprende:

DPPC; colesterol; Gd-DTPA-BSA; DSPE-mPEG-2000; y DSPE-PEG-metoxi-XO4, donde n = aproximadamente 10
a aproximadamente 100, o aproximadamente 30 a aproximadamente 60.

En una realizacién, se proporciona un procedimiento para la formacion de imagenes de depdsitos amiloides en un
paciente el procedimiento que comprende:

introducir en el paciente una cantidad detectable de una composicion liposémica que comprende un fosfolipido;
colesterol,

un agente de potenciacion de contraste que contiene gadolinio no radioactivo; un fosfolipido que se derivatiza con un
polimero; y un conjugado que comprende un compuesto aromatico que tiene cualquiera de las formulas I-VII, tal
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como un conjugado en una forma de un conjugado de lipido-polimero hidréfilo-compuesto aromatico descripto en la
presente;

dejar suficiente tiempo para la que composicion liposémica se asocie con uno o mas depdsitos amiloides; y
detectar la composicion liposémica asociada con el uno o mas depdésitos amiloides.

En una realizacién, la deteccion comprende la deteccion por Fl. En otra realizacién, la deteccion comprende la
deteccion por MRI. En efecto, los quelatos paramagnéticos hidroéfilos, tales como GADTPA, GADOTA, GdHPDO3A,
GdDTPA-BMA, y GADTPA-BSA son agentes de contraste MRI conocidos. Ver Patente U.S. Num. 5.676.928
presentada a Klaveness et al. También se describe un procedimiento en el que la deteccién comprende la deteccién
por imagenes SPECT y/o imagenes PET, y el agente potenciador del contraste no radiactivo se reemplaza con un
agente potenciador del contraste radiactivo, que comprende por ejemplo los agentes considerados apropiados para
usar con imagenes SPECT y/o imagenes PET en el National Institute of Health's Molecular Imaging and Contrast
Agent Database ("MICAD").

Los fosfolipidos adecuados pueden incluir los descriptos en la presente, y también pueden incluir los descriptos en la
Patente U.S. Num. 7.785.568 presentado en Annapragada et al., Los fosfolipidos derivatizados con polimeros
adecuados pueden incluir los descriptos en la presente, y pueden incluir ademas los descriptos en la patente U.S.
Num. 7.785.568.

En una realizacion, la deteccion comprende la deteccion por Fl. También se describe un procedimiento en el que la
deteccion comprende la deteccién por imagenes SPECT y/o imagenes PET, y el agente potenciador del contraste no
radiactivo se reemplaza con un agente potenciador del contraste radiactivo, que comprende por ejemplo los agentes
considerados apropiados para usar con imagenes SPECT y/o imagenes PET en el National Institute of Health’s
Molecular Imaging and Contrast Agent Database ("MICAD"). Se contempla cualquier otro tipo adecuado de
metodologia de formacién de imagenes conocida por los expertos en la técnica, que incluye imagenes de PET.

Ejemplos
Ciertas realizaciones se describen a continuacion en la forma de ejemplos.
Ejemplo 1: Preparacion del conjugado DSPE-PEG3400-Metoxi-XO04 1.

El conjugado DSPE-PEGmw- 3400-Metoxi-XO4, 1, se sintetiz6 como la especie blanco (Figura 1) y mas tarde se
incorporo a las formulaciones liposémicas.

Con referencia a la Figura 1, la sintesis del compuesto 14, el resto de ligador-metoxi-XO4, se logro a través de una
serie de reacciones de olefinacion de Takai, Suzuki y JuliaKocienski. El bromuro 3 de precursor del ligador de PEG
de 3 unidades protegido con Boc se prepard a partir del correspondiente alcohol 2 comercialmente disponible con
buen rendimiento. El Intermedio 7, la sulfona para la etapa de olefinacién de Julia-Kocienski también se preparé con
excelentes rendimientos a partir de 4-hidroxibenzaldehido. El 4-hidroxibenzaldehido también se sometié por
separado al protocolo Takai estandar para proporcionar el yoduro de vinilo 9. La reaccién de 9 con acido borénico 10
comercialmente disponible bajo condiciones de Suzuki proporcioné el compuesto 11 con buen rendimiento. El resto
ligador se instalo cuantitativamente para dar el aldehido 12, que se expuso a la sulfona 7 en condiciones de Julia-
Kocienski optimizadas para obtener el E, E-isémero 13 deseado con un rendimiento del 69% después de la
purificacion por cromatografia en columna. La desproteccion global de los grupos MOM y Boc con HCI dio el resto
del ligador-metoxi-XO4 14, como la sal de clorhidrato.

La conjugacion con el resto lipido-PEG continué mediante la sujecion de 14 y DSPE-PEGwmw=3400-COOH a
condiciones de carbodiimida estandares para proporcionar el conjugado DSPE-PEGMW = 3400-MeXO4 1 (un
subconjunto de Me-X04).

Ejemplo 2: Preparacion y caracterizacion de liposomas marcados con Me-X04 que contienen Gd.

Se empled una mezcla de lipidos (50 mM) que comprende DPPC, colesterol, Gd-DTPA-BSA, DSPE-mPEG-2000,
Me-X04, y Rodamina-DHPE (para la deteccion éptica) en aproximadamente una relacion molar 32,4: 40: 25: 2: 0,5:
0,1, respectivamente. Se contemplan otras relaciones, que incluyen una mezcla de lipidos que comprende DPPC,
colesterol, Gd-DTPA-BSA, DSPE-mPEG-2000, y Me-XO4 en aproximadamente una relacion molar de 32,5: 40: 25:
2: 0,5. Ademas, el DSPE-mPEG-2000 se puede reemplazar por completo con el conjugado Me-XO4, para una
relacion de conjugado DPPC, colesterol, Gd-DTPA-BSA, Me-X04 de 32.5: 40: 25: 2.5. El limite superior en la
molécula portadora de PEG puede ser de aproximadamente 15-25%, y el limite inferior en colesterol puede ser de
aproximadamente 15-20%. Tras la hidratacién en la solucion PROHANCE® (Bracco Diagnostics, Inc., Monroe
Township, NJ) durante 1,5 h, la mezcla se extrudid secuencialmente, a 65 °C, en un LIPEX™ THERMOLINE
EXTRUDER (Northern Lipids Inc., Burnaby, B.C., Canadd) con cinco pasadas a través de una membrana
NUCLEPORE™ de 200 nm (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) y diez pasadas a través de una membrana de 100 nm. La
distribucion del tamario de particula se determind mediante TEM (Figuras 1A y 1B), de este modo se confirma un
diametro medio de aproximadamente 100,8 nm y una PDI de aproximadamente 0,05.
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La concentracion de ligando de Me-XO4 en las particulas se determiné usando una curva estandar de fluorescencia
generada para que el ligando de Me-XO4 fuera de 26 uM. El protocolo anterior da como resultado una distribucion
aproximadamente igual del ligando blanco entre las caras interna y externa de la bicapa lipidica. Esto implica que
para cada concentracion informada de ligando Me-XO4 en las nanoparticulas, aproximadamente el 50% del total de
ligandos Me-XO4 estan disponibles para la unién. El ligando Me-X0O4 es altamente fluorescente en forma intrinseca
y también lo son las nanoparticulas que portan el ligando de Me-XO4. Esta propiedad se us6 como un indicador de
las ubicaciones de las nanoparticulas en el transcurso de todos los experimentos.

Ejemplo 3: Afinidad de unién in vitro de los liposomas marcados con Me-XO4 que contienen gadolinio para
la sintesis de fibrillas AB

Los liposomas marcados con Me-XO4 del Ejemplo 2 y las soluciones madre del ligando Me-XO4 se diluyeron con
Tris-HCI 10 mM, pH 7,4, a 500 nM. Se anadié un pequeiio volumen de la solucién madre A 100 uM a los
compuestos de ensayo para lograr una concentracion final de fibrillas de 20 uM. Esto fue seguido por la adicién de
concentraciones apropiadas del competidor no fluorescente, CG. La mezcla de unién se incubé a RT durante 1 hora
y luego se centrifugd durante 20 minutos a 16.400 rpm para separar las fibrillas. El precipitado se lavé dos veces con
tris-HCI. La fluorescencia se midié en un lector de placa SpectraMax 384 (Molecular Devices, Inc. Sunnyvale, CA),
usando longitudes de onda de excitacion y emision de 368 nm y 450 nm, respectivamente.
La Figura 2A ilustra la afinidad de union de los liposomas marcados con Me-XO4 que contienen Gd del Ejemplo 2 a
agregados de AR sintéticos (1-40). La Figura 2B ilustra la capacidad de los liposomas marcados con Me-XO4 que
contienen Gd para competir por los sitios de union con el ligando Me-X0O4 libre.

Ejemplo 4: Tincion ex vivo del tejido cerebral de raton.

La capacidad de los liposomas marcados con Me-XO4 que contienen Gd del Ejemplo 2 para unir las placas AB se
evaluoé mediante tincion de secciones cerebrales de la linea de ratones transgénicos APP/PSEN1. Los ratones se
disefiaron para desarrollar progresivamente placas AR corticales e hipocampales de una manera relacionada con la
edad similar a la observada en la patologia de AD humana. Se incubaron secciones sagitales (30 um de espesor) de
ratones APP/PSEN1 no transgénicos sacrificados (de control) a 5 y 7 meses de edad en una solucién 3 mM de los
liposomas (concentracion de Me-XO4 en la solucion fue 1 pM) durante 2 horas a RT. Esto fue seguido por lavado
extendido con PBS para eliminar los liposomas no unidos. Los tejidos tefidos se montaron con medios de montaje
VECTASHIELD® (Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA) para reducir la fluorescencia de fondo y se observaron
bajo un microscopio confocal.

Como se muestra en la Figura 3, los portaobjetos de los ratones no transgénicos (panel 1) no mostraron manchas
fluorescentes distintas debido a la ausencia de placas. Distintos depdsitos de placa (paneles Il y 1ll), asi como
angiopatia amiloide cerebral (panel 1V) se destacaron mediante el agente en las secciones del cerebro de los
ratones de 7 meses, pero no los ratones de 5 meses. Se observo el mismo patréon de deposicion de placa cuando
las secciones similares se sometieron al mismo protocolo con el ligando de metoxi-XO4 libre.

Para confirmar adicionalmente la capacidad de los liposomas marcados con Me-X0O4 que contienen Gd para unir
selectivamente depdsitos de placa de AB en tejido cerebral, se repitio el protocolo de tincion con 1 yM de Me-X04 y
concentraciones crecientes de CG. Los resultados (Figura 4) muestran una disminucidon en la intensidad de
fluorescencia y el numero de placas marcadas tanto en la corteza (A) como en el hipocampo (B), con el aumento de
la concentracion de CG.

Ejemplo 5: Administracion in vivo de liposomas marcados con Me-XO4 que contienen gadolinio a placas
corticales e hipocampales en una linea de raton transgénico APP/PSEN1 de 7 meses.

Los liposomas marcados con Me-XO4 que contenian Gd se administraron a ratones APP/PSEN1 de 5y 7 meses de
edad mediante inyeccioén en la vena de cola. 48 h después de la inyeccion, los ratones se sacrificaron y sus cerebros
se seccionaron para estudios de microscopia 6ptica confocal. Se inyectaron ratones idénticos con ligando de metoxi-
XO4 molecular/libre para servir como un control positivo, y con liposomas no dirigidos y solucién salina como
controles negativos.

No se observé una fluorescencia digna de mencion (que indique la ausencia de placas) cuando se obtuvieron
imagenes de las secciones de tejido cerebral de cualquiera de los ratones de 5 meses de edad. Las secciones de
los ratones de 7 meses de edad (Figura 5) a lo que se inyectaron liposomas no dirigidos (panel I) y solucién salina
tampoco mostraron fluorescencia. Ratones idénticos a los que se les inyectdé un ligando de metoxi-XO4 libre
(paneles Il y 1l1) revelaron una tincion brillante de las placas tanto corticales como del hipocampo. Los animales a los
que se les inyectaron liposomas Me-XO4 que contienen Gd (paneles IV, V y VI) revelaron depdsitos de placa y
patologia vascular similares.

La reconstruccion optica de imagenes en un portaobjetos de uno de los ratones tratados con nanoparticulas en este
estudio (Figura 6) muestra la localizacion de la fluorescencia predominantemente en la corteza (las cuatro flechas de
mas arriba, en la seccion A) y el hipocampo (las cuatro flechas de mas abajo, en la seccién B). Los liposomas Me-
XO4 que contienen Gd penetraron en la barrera BBB y migraron de manera penetrante a través del cerebro.
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Ejemplo 6: Potencial inflamatorio de Me-XO4.

La inflamacion alrededor del depdsito de amiloide se considera un factor de riesgo importante para la progresion de
la AD. Por lo tanto, es muy deseable que los agentes de formacion de imagenes presenten un riesgo de inflamacion
bajo o reducido. Los conjugados lipido-PEG-ligando generalmente tienden a ser de naturaleza inflamatoria. En
efecto, los lipopolisacaridos ("LPS"), que son similares en estructura a los conjugados de lipido-ligando-PEG, estan
entre las composiciones mas inflamatorias conocidas.

El potencial inflamatorio de Me-X0O4 se comparé con el ligando metoxi-XO4 libre (es decir, no conjugado), LPS y un
control no tratado ("UTC"). La translocacion de NF-kb del citosol al nlcleo es un evento temprano en la reaccion
inflamatoria. Después de recibir el potencial inflamatorio, NF-kb se mueve desde el citoplasma al nucleo e induce la
transcripcion génica. Por lo tanto, la translocacion de NF-kB es un marcador ampliamente utilizado para la
inflamacién. En resumen, el protocolo se describe a continuacion.

Se sembraron 15.000 células HeLa en cada una de las placas de 96 pocillos y se dejaron reposar durante la noche.
Las células se trataron con las diferentes concentraciones de los compuestos de ensayo durante 2 horas en una
incubadora a 37 °C. Los controles positivos se trataron con 1 mg/ml de LPS. Al final del periodo de incubacion, el
medio se aspird y las células se lavaron con PBS. Las células se trataron con paraformaldehido 4% (para fijar las
células) durante 10 minutos a RT. Las células se lavaron dos veces con PBS enfriado en hielo. Las células se
incubaron con Triton-X-100 0,25% en PBS durante 10 minutos a RT, y se lavaron de nuevo tres veces (5 minutos
cada lavado) con PBS. Las células se incubaron con BSA 1% en PBS-T (PBS con Tween-20 0,1%) durante 45
minutos a RT. Al final del periodo de incubacion, las células se incubaron adicionalmente con anticuerpo primario
contra la dilucion de NF-kB a 1:50 en PBST durante 1 h a RT. Las células se lavaron de nuevo con PBS tres veces
(5 minutos cada una). Las células se incubaron con el anticuerpo secundario en PBST durante 1 h a RT y se lavaron
nuevamente tres veces (5 min cada una) con PBS. Se colocaron 100 pl de DAPI (1 pg/ml) en cada pocillo y se
mantuvieron a 4 ° C hasta un analisis posterior. Las células se escanearon en un citdmetro de imagen Cell Lab I1C-
100 (Beckman-Coulter, Fullerton, CA). Los datos se analizaron adicionalmente usando el software CyteSeer (Vala
Sciences, San Diego, CA), y se representaron como el coeficiente de correlacion de Pearson (PCC) de la intensidad
de la proteina presente sobre la mascara nuclear.

Sorprendentemente, se encontré que Me-XO4 era menos inflamatorio que el ligando de metoxi-XO4 libre en
absoluto, pero las concentraciones mas altas (500 nM) analizadas. Los resultados se representan en la Figura 7.
Por lo tanto, es una ensefianza particular de al menos una realizacion en la presente que el ligando de unién a
amiloide conjugado y/o liposémico es menos (o al menos no mas) inflamatorio que el ligando libre.

Ejemplo 7: Citotoxicidad de Me-XO4.

La citotoxicidad de Me-XO4 se compar6 con el ligando metoxi-XO4 libre (es decir, no conjugado) y un control no
tratado. La toxicidad de los compuestos de prueba se evalué usando ensayos de MTT estandar. 15,000 células
HelLa se sembraron en cada una de las placas de 96 pocillos y se dejaron reposar durante la noche. Las células se
trataron con tres concentraciones diferentes de los compuestos de ensayo durante 2 horas en una incubadora a 37
°C. Los controles positivos se trataron con 1 mg/ml de LPS. Al final del periodo de incubacién, se usé un kit de
ensayo de toxicidad de células MTS (kit de ensayo CELLTITER 96® AQueous Promega, Madison WI) de acuerdo
con el protocolo del fabricante. Al final del periodo de incubacion, las células se trataron con 15 pl de medio reactivo
MTS/ 100 ul durante 3 horas a 37 °C. Después de 3 h de incubacion, se registré la absorbancia a 490 nm usando un
lector de placas.

Sorprendentemente, se descubrié que Me-XO4 es menos citotoxico que el ligando de metoxi-XO4 libre. Los
resultados se representan en la Figura 8. Por lo tanto, es una ensefianza particular de al menos una realizacion en la
presente que el ligando de unién a amiloide conjugado y/o liposémico es menos (o al menos no mas) toxico que el
ligandolibre.

Ejemplo 8 (Comparativo): citotoxicidad y potencial inflamatorio del ligando de acido borénico después de la
conjugacion con un anclaje de lipido-PEG.

La citotoxicidad del acido 3-fluoro-4-aminometilfenilborénico se comparé con el ligando conjugado, a saber DSPE-
PEG-acido 3-fluoro-4-aminometilfenilborénico, LPS, y un control no tratado, de acuerdo con los mismos protocolos
descritos anteriormente en el Ejemplo 7 La Figura 9A ilustra la fraccion de células supervivientes. Como se
esperaba, el ligando conjugado es significativamente mas citotdxico que el ligando libre.

El potencial inflamatorio del acido 4-aminopirimidina-borénico se comparé con el ligando conjugado, concretamente
el DSPE-PEG-acido 4-aminopirimidina-borénico, LSP, y un control no tratado, de acuerdo con los mismos protocolos
descriptos anteriormente en el Ejemplo 6. La Figura 9B representa el PCC entre las fracciones nuclear y
citoplasmica de la molécula de NFKB en células HelLa. Como se esperaba, el ligando conjugado es
significativamente mas inflamatorio que el ligando libre.

En la medida en que el término "incluye" o "que incluye" se usa en la memoria descriptiva o en las reivindicaciones,
se considera que sea inclusivo de una manera similar al término "que comprende" como se interpreta ese término
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cuando se emplea como una palabra de transicién en una reivindicacion.

Finalmente, cuando el término "aproximadamente" se usa junto con un nimero, se considera que incluye + 10% del
numero. Por ejemplo, " aproximadamente 10" puede significar de 9 a 11.
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REIVINDICACIONES
1. Una composicién liposémica, que comprende:
una membrana, que comprende:
un primer fosfolipido;
colesterol;
un segundo fosfolipido, el segundo fosfolipido que se derivativa con un polimero; y

un tercer fosfolipido, el tercer fosfolipido es un conjugado de fosfolipido-polimero-compuesto aromatico, el
compuesto aromatico en el conjugado de fosfolipido-polimero-compuesto aromatico esta representados por una de
las Férmulas |, II, I, IV, V, VI, o VII:

N= =N R1' 0 - R’
L 5 \ f' \ R"‘*@—rf N/
\\.‘,! Y, R R;
R, v
O =N_R;

0 —— ‘{:h‘I}R R1 —_— .
R 1~<"‘ R Y } /A Hj cjr?'t'a\>,,“/;’_@_\§mu<::bﬁﬂ"
RS 4=¢ > e;ffr

en las que:

R, R, Rz, R1', y R2' son de modo independiente H, F, Cl, Br, |, alquilo, arilo, OH, O-alquilo, O-arilo, NH2, NH-alquilo,
N-dialquilo, carboxilo, sulfonilo, carbamoilo, o glicosilo; y

a, b, ¢, d, e son de modo independiente C, N, O, 0 S; y

un agente potenciador de contraste de imagen por resonancia magnética no radioactiva (MRI) al menos uno de
encapsulado por o unido a la membrana.

2. La composicion liposémica de la reivindicacion 1, en la que:
el compuesto aromatico en el conjugado de fosfolipido-polimero-compuesto aromatico esta representado por la
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Formulal; y

R =H, Ri=H, R =H, y Ry Ry’ juntos forman la unién -O-CH,-O-para formar un 1,3-benzodioxol, o R = H, Ry = H,
R2 = H, R1' = H, y Rz' = NMez.

3. La composicion liposémica de la reivindicacion 1, en la que :

el compuesto aromatico en el conjugado de fosfolipido-polimero-compuesto aromatico esta representado por la
Formula ll; y

R=H,Ri=H,R2=H, R/'=H, y R2' = OMe.
4, La composicion liposémica de la reivindicacion 1, en la que:

el compuesto aromatico en el conjugado de fosfolipido-polimero-compuesto aromatico esta representado por la
Formula lll; y

R=H, Ri=H, R, =H, R{'=OMe, y R, = OMe.
5. La composicion liposémica de la reivindicacion 1, en la que:

el compuesto aromatico en el conjugado de fosfolipido-polimero-compuesto aromatico esta representado por la
Formula IV; y

R = H, Ri=Me, Rz = H, y R{' y Ry’ juntos forman la unién -O-CH2-O-para formar un 1,3-benzodioxol, o R = H, R¢ =
Me, R2 = H, R1' = H, y Rz' = NMez.

6. La composicion liposémica de la reivindicacién 1, en la que:

el compuesto aromatico in el conjugado de fosfolipido-polimero-compuesto aromatico esta representado por la
Formula VII; y

R = OMe, R¢1=H, Ry = O-alquilo, Ry'=OH, y Ry' = H.
7. La composicion liposémica de la reivindicacion 1, en la que:

el compuesto aromatico en el conjugado de fosfolipido-polimero-compuesto aromatico esta representado por uno
de:

FormulaVyR=H, Ri=Me, R, =H,R{'=H, y R,’=0OMe; o FérmulaVIy R=H, R1 =Me, R, =H, R'=0Me, y Ry' =
OMe.

8. La composicion liposémica de la reivindicacion 1, en la que:

el compuesto aromatico in el conjugado de fosfolipido-polimero-compuesto aromatico esta representado por una de
las férmulas IA, 1B, 1A, IIB, IlIA, IVA, IVB, VA, VIA, o VIIA:
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9. La composicién liposémica de la reivindicacién 1, en la que el conjugado de fosfolipido-polimero-compuesto
aromatico comprende una de:
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donde n es 10 a 100.

10. La composicion liposémica de la reivindicacion 9, en la que n es aproximadamente 30 a aproximadamente
60.
11. La composicién liposémica de la reivindicacion 1, en la que el agente potenciador de contraste MRI no

radiactivo comprende gadolinio.
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12. Un procedimiento para examinar por imagenes depositos amiloide en un paciente, el procedimiento que
comprende:

introducir en el paciente una cantidad detectable de una composicién liposémica que comprende:

una membrana, que comprende:

un primer fosfolipido;

colesterol;

un segundo fosfolipido, el segundo fosfolipido derivatizado con un polimero; y

un tercer fosfolipido, el tercer fosfolipido es un conjugado de fosfolipido-polimero-compuesto aromatico, el

compuesto aromatico in el conjugado de fosfolipido-polimero-compuesto aromatico que esta representado por una
de las formulas |, II, I, IV, V, VI, o VII:

0 JQ—{}*@R‘ r}W"' 7

R, i 'y v

Ry Vi

en las que:

R, R1, Rz, R1', y R2' son de modo independiente H, F, Cl, Br, I, alquilo, arilo, OH, O-alquilo, O-arilo, NH2, NH-alquilo,
N-dialquilo, carboxilo, sulfonilo, carbamoilo, o glicosilo; y

a, b, ¢, d, e son de modo independiente C, N, O, 0 S; y

un agente potenciador de contraste resonancia magnética (MRI) no radiactivo al menos uno de encapsulado por o
unido a la membrana;
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dejar suficiente tiempo para que la composicion liposémica se asocie con uno o mas depdsitos amiloides; y
detectar la composicion liposdmica asociada con los uno o mas depdsitos amiloides.

13. El procedimiento de la reivindicacion 12, en el que el agente potenciador de contraste MRI no radiactivo
comprende gadolinio.

14. El procedimiento de la reivindicacion 12, en el que la deteccién comprende la deteccion usando la imagen
de resonancia magnética.

15. Una composicion liposémica para capturar imagenes de depositos amiloides en el cerebro del paciente, la
composicion liposémica que comprende:

DPPC;
colesterol; DSPE-mPEG-2000; y

3
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Gd-DTPA-BSA.
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Espécimen: Muestra 1 UA 3 lavados 3 min de Incb 1 a 60 TNC 20K-3

Operador: Nombre de imagen: Marco Fecha de adquisicion:
2/23/2011

Voltaje: 80 kV
Tiempo de adquisicion: 12:22:09 PM

Nombre del microscopio:

Tiempo de exposicién 0,8 s
Nombre del dispositivo: US1000 3

Notas de imagen:
Aumento total: X179566

Aumento indicado: X20000

Figura 1A
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Espécimen: Smp12 UA fresco, 3 lavados, 2 min Incb 1 a 6° TNC bajo G25K-3

Operador: Nombre de imagen: Marco

Voltaje: 80 kV Fecha de adquisicion: 2/23/2011
Nombre del microscopio: Tiempo de adquisicion: 1:13:56 PM
Nombre del dispositivo: US1000 3 Tiempo de exposiciéon 1,0 s
Aumento total: K222956 Notas de imagen:

Aumento indicado: X25000

Figura 1B

28



RFU

140000 -
120000 -

100000 -

ES 2 685824 T3

0.2

0.4 06 0.8
[MeX04lf {(uM)
Figura 2A

29

1

1.2

1.4



% Unido

120

&0

40 -

20 -

ES 2 685 824 T3

—— MeX04

—B— MeXO4 liposémico

0.25 05 0.75 1 1.25
[Crisamina G] / (uM)

Figura 2B

30

15



ES 2 685824 T3

Figura 3

31



ES 2 685824 T3

¢ eanbi4

odwedodiH :g ezauo) iy

32



ES 2 685824 T3

33



ES 2 685 824 T3

g einbi4

34



PCC Coeficiente de correlacion de Pearson
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