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GAS MICROSPHERE LIPOSOME COMPOSITES

FIELD OF THE INVENTION

The present invention provides a formulation that includes a gas microsphere
liposome composite (MSLC) suspended in a medium. The gas microsphere liposome
composite includes a gas-filled microsphere; at ieast one of a lipid and a surfactant adsorbed
onto the surface of the gas-filled microsphere; and liquid-filled liposomes attached to the lipid
or surfactant. The outer surface of the liquid-filled liposomes can incorporate a targeting
ligand (i.c., diagnostic agent targeting moiety) for directed delivery of the MSLCs for
selective imaging of receptors, enzymes, mRNA and other relevant biological targets.
Additionally, the liquid-filled liposomes can include one or more drugs (e.g., therapeutic
agents and/or diagnostic agents) in the internal volume of the liquid-filled liposomes. As
such, the therapeutic agent or diagnostic agent can be selectively delivered to an organ or site
of pathology for localized delivery. Accelerated drug release can be stimulated by the
application of acoustic energy at the site (_)f pathology where the targeted MSLCs bind,
thereby providing locally high concentrations of therapeutic agent or diagnostic agent in a

selective fashion.

BACKGR D OF THE INVENTION
Ultrasound imaging is useful for imaging structures in the body of a patient
(e.g., mammal) so as to aid in diagnosis and therapy. During ultrasound imaging, an
uitrasonic scanner can be used to generate and receive sound waves. The ultrasonic scanner
is placed on the body surface overlying the area to be imaged, and the sound waves generated
by the scanner are directed toward the area to be imaged. The scanner then detects sound

waves reflected from the underlying area and translates the data into images. The acoustic
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properties (e.g., density) of each structure in the body will typically depend upon the velocity
of the transmissions and the density of the structure. Changes in acoustic properties will be
most prominent at the interface between different substances (i.e.. at the interface between
solids, liquids and gases). Thus, when ultrasonic energy is directed at an area that includes
interfaces between different substances, the different acoustic properties of the substances
will cause different reflection characteristics. Because the quality of the resulting ultrasound
image is enhanced by having an interface between different swructures, it would be useful to
increase the difference in acoustic properties between different structures and to enhance the
quality of the image generated during ultrasound imaging.

One method that can affect the quality of nitrasound imaging is the
introduction of contrast agents into the vasculature of the body to act as ultrasound contrast
agents. When the contrast agents are injected into and perfuse the microvasculature, clearer
images may be produced. The agents act as sound wave reflectors, effectively enhancing the
interface between the vasculature and other structures.

Liquid and solid contrast agents containing entrapped gas are well known in
the art. See, e.g., U.S. Patent No. 4,235,871; U.S. Patent No. 4.265,251; U.S. Patent No.
4,442 843; U.S. Patent No. 4,533,254; U.S. Patent No. 4,572,203; U.S. Patent No. 4,657,756;
U.S. Patent No. 4,681,199; U.S. Patent No. 5,088,499; U.S. Patent No. 5,147,631; U.S. Patent
No. 5,228,446; U.S. Patent No. 5,271,928; U.S. Patent No. 5,380.519; U.S. Patent No.
5,413,774; U.S. Patent No. 5,527,521, U.S. Patent No. 5,531,980; U.S. Patent No. 5,547,656;
U.S. Patent No. 5,558,094; U.S. Patent No. 5,573,751; U.S. Patent No. 5,585,112; U.S. Patent
No. 5,620,689; U.S. Patent No. 5,715,824; U.S. Patent No. 5,769,080; EP 0 122 624; EP 0
727 225; WO 96/40285; and WO 99/65467. The microbubbles provided by these contrast
agents act as sound wave reflectors due to the acoustic differences between the gas
microbubble and surrounding liquid.

. Feinstein, U.S. Pat. No. 4,572,203, discloses "microbubbles" of about 6-20
microns in diameter, produced by sonication of certain viscous solutions, for use as

ultrasound contrast agents. Feinsiein also discloses solid or semi-solid metal-containing

2
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microparticles, such as glass or graphite, not containing trapped air. small enough to pass
through capillaries, as ultrasound contrast agents. Also disclosed are microspheres formed
from an amino acid polymer matrix. such as albumin. with magnetic particies. such as
magnetite (Fe304) embedded therein.

Tickner, U.S. Pat. No. 4,265,251. discloses the use of certain saccharide
composition "microbubble” particles with a hollow gas-filled interior space as ultrasound
enhancing agents.

Rasor et al., U.S. Pat. No. 4,442,843, U.S. Pat. No. 4.657,756, and U.S. Pat.
No. 4,681,119, illustrate aggregates of microparticles (of 1-50 micron diameter) of a solid
material, which are soluble in blood, containing gas in the voids between the particles, or with
gas adsorbed on the surface of the particle, or containing gas as an integral part of the internal
structure of the particle, for use in ultrasound imaging. The following solid materials are
used: various saccharides, NaCl, sodium citrate, sodium acetate, sodium tartrate, CaCl; and
AlCla.

Hilmann et al., EP0122624, contains microparticles that include a solid
surface-active substance, including various organic lipophilic compounds, with enclosed air,
for use as ultrasound contrast agents. Also disclosed is the combination of particles of the
surface-active material and particles of a non-surface active material, such as sodium
chloride, sodium citrate, sodium acetate, sodium tartrate, and various saccharides.

Glajch et al, U.S. Patent No. 5,147,631, discloses porous particles of an
inorganic material that include an entrapped gas or liquid. The materials disclosed include
monomeric or polymeric borates, monomeric or polymeric aluminas, monomeric or
polymeric carbonates, monomeric or polymeric silicas, monomeric or polymeric phosphates;
and pharmaceutically acceptable organic or inorganic cationic salts thereof.

Unger disclosed perfluorocarbon gas-filled microspheres (U.S. Patent No.

| 5,547,656 and U_S. Patent No. 5,527,521) for diagnostic imaging purposes and gas-filled and
gaseous-precursor-filled liposome compositions, or methods for making or using these
contrast agents (U.S. Patent No. 5,228,446, U.S. Patent No. 5,585,112, U.S. Patent No.

3
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5,769,080 and U.S. Patent No. 5.715,824)) for general and diagnostic ultrasound imaging
purposes.

Unger, U.S. Patent No. 5,088,499, discloses the preparation of gas filled
liposomes and their use as ultrasound contrast agents. These include materials that contain
gases, gaseous precursors, which can be activated by pH, temperature, or pressure, and other
sohd and liquid ct‘)mrast agents.

In the case of the materials disclosed by Unger herein above. the liposomal
membrane of the encapsulated gas bubble is described as the well-known unilamellar or
multj-lamellar head-to-tail structure of amphiphilic lipid membranes such as phospholipids
(see, Figure 1). As such, the Unger compositions are classical liposomes in which the liquid-
filled interior is replaced by a gas.

Quay has disclosed methods of use of free gas microbubbles of low Q-factor
(low diffusivity) as ultrasound contrast agents (U.S. Patent No. 5.573,751 and U.S. Patent No.
5,558,094). In these cases Quay discloses free gas microbubbles (;f various low diffusivity
gases, without any disclosure of structure or composition of these microbubbles.

Schneider, U.S. Patent No. 5,271,928, U_S. Patent No. 5,380,519 and U.S.
Patent No. 5,531,980, disclosed microbubble suspensions, which are hollow spheres or
globules of finely divided gas and are stabilized by tensides or surfactants.

In the case of Schneider microbubble patents (*928, ‘519 and ‘980), the
ultrasound contrast agent is disclosed as being composed of microbubbles devoid of a material
boundary layer around the gas microbubble. According to Schneider, these microbubbles “are
only bounded by an evanescent envelope™(U.S. Patent No. 5,531,980, column 1).

The Schneider microbubble disclosures described above (*928, ‘519 and *980)
are directed to methods of making microbubble-based ultrasound contrast agents without
reference to preferred composition/structure of the microbubbles themselves.

Schneider, U.S. Patent No. 5,413,774, discloses microvesicles having a
liposomal material boundary layer, which further contain within the vesicle a low solubility

gas, as the microsphere-based ultrasound contrast agents. However, no description of the
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composition or structure of the microballoons is provided: rather. methods of making a
contrast agent based on these microvesicles or microballoons is described utilizing selected
low solubility gases.

The contrast agents described above are proposed for general ultrasound
contrast imaging of the vasculature and especially for heart imaging.

The imaging of specific organs, systems, or other areas of the body. would be
useful for diagnosing a variety of specific disease states. Examples of this include the
specific imaging of tumors, blood clots, and areas of infection in a directed manner. Quay, et
al., European Patent Application EP727225 illustrates the use of compositions including a
cell adhesion molecule (CAM) ligand which is incorporated into a desired molecule to form a
conjugate. The CAM is incorporated in a surfactant or albumin carrier and also comprises a
chemical with sufficiently high vapor pressure to be a gas at body temperature.

Unger (WO 96/40285) describes targeted gas-containing liposomes which can
be targeted to specific tissues in the body for diagnostic imaging or for delivery of bioactive
agents. These targeted materials are comprised of a gas, lipid and targeting ligand.

All of these materials include a suspension or emulsion of gas microspheres
(aliernatively referred to as microbubbles) which are either: 1) free microbubbles (i.e., do not
have & fixed material envelope at the microbubbie surface) stabilized by surfactants in
solution which cause a reduction in surface tension at the gas-liquid interface, or 2) true
vesicles with a material boundary layer which stabilizes the gas microspheres as a suspension
in the liquid medium. One of the practical difficulties with all of these materials is that gas
microbubbles in the relevant, acoustically-active, size range of ~0.5um to 10im in diameter,
have a density different from that of the aqueous media in which they are suspended.
Therefore, these microspheres have a natural tendency to rapidly separate out (i.c., the
microbubble suspensions become heterogenous). This necessitates the rapid use of the
contrast material after mixing before separation of the microspheres occurs.

In the case of gas microspberes used as platforms for drug delivery (see, Unger
WO 96/40285 and Quay EP0727225), the materials incorporate the therapeutic moiety at the

5
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surface of the gas microsphere through chemical or physical absorption on the boundary laver
of lipid or polymer. The practical difficulty with these materials is that limited quantities of
the therapeutic agent may be absorbed or bound to the surface material surrounding the gas
microsphere.

Allen et al. (U.S. Pat No. 5,620,689) disclose a method of treating a neoplasm
of B-cells or T-cells utilizing a liposome encapsulated chemotherapeutic agent with a
biodirecting group on the surface of the liposome atiached via a polyethylene glycol coating
on the liposome. See et al., WO 99/65467, disclose a method of making drug filled
liposomes of less than 200nm in diameter. These disclosures are representative of a large
class of similar liposome drug delivery disclosures in the literature, all of which comprise
liquid-filled liposomes alone without a gas microsphere component in the form of the MSLC
compositions provided herein.

Notwithstanding the use of such contrast agents described above. the
ultrasound image produced, for example, of the myocardial tissue, can be of relatively poor
quality. highly variable and not quantifiable. The overall diagnostic results to date have been
somewhat disappointing. As such, the need still exists for improved agents useful in
ultrasound imaging which will enhance the quality of ultrasound images by improving the
contrast between the vascular spaces and tissues in a body. Such contrast agents should have
excellent and stable acoustic response properties when in dilute aqueous suspensions.
Additionally, the contrast agents should exhibit minimal microsphere flotation and separation.

There has been, and continues to be, a need for ultrasound imaging agents
which enhance the quality and clarity of ultrasound images by improving the delineation of
vascular space and tissues in the human body. In addition, improvements in the control of
drug delivery to the sites of pathology are needed for many drugs which exhibit high toxicity

to normal tissues and a resultant poor therapeutic index.
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SUMMARY OF THE INVENTION

The present invention provides a formulation for contrast enhancement of
ultrasound imaging and for ultrasound (i.e.. acoustically) stimulated drug release. The
formulation provides stable gas microsphere (i.e., finely divided gas bubbles) suspensions
with excellent and stable acoustic response properties when in dilute aqueous suspensions.
The formulation can deliver a higher level of active drug per gas-filled microsphere to a given
tissue, relative to known formulations, thereby achieving the intended therapeutic benefit of
high local concentrations of drug or gene in the region of pathology. The formulation has
good ultrasound scattering properties, which causes a selective increase in the ultrasound
backscatter signal within the vascular space. The increase in the ultrasound backscatter signal
within the vascular space improves the contrast relative to the surrounding solid tissue.
Additionally, the formulation exhibits minimal microsphere flotation and separation.

The present invention provides a formulation that includes a gas microsphere
liposome composite (MSLC) suspended in a medium. The gas microsphere liposome
composite includes a gas-filled microsphere; at least one of a lipid and a surfactant adsorbed
onto the surface of the gas-filled microsphere: and liquid-filled liposomes attached to the lipid
or surfactant. '

The present invention also provides a method of ultrasound imaging in a
patient (e.g., mammal) in need of such ultrasound imaging. The method includes
administering to the patient (¢.g.. mammal) an effective amount of a formulation of the
present invention; allowing a sufficient period of time for the circulation of the gas-filled
microsphere composite to reach the targeted area; and performing ultrasound imaging on the
patient (e.g.. mammal).

The present invention also provides a method of treating heart disease,
inflammation, infection, cancer or thromboembolic disease in a patient (¢.g., mammal) in
need of such treatment. The method includes administering to the patient (e.g., mammal) an
effective amount of a formulation of the present invention, wherein one or more of the liquid-

filled liposomes independently includes a therapeutic agent; allowing a sufficient period of
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time for the circulation of the gas microsphere composite to the targeted area: and applying
ultrasound energy to the targeted area in the patient (e.g., mammal) sufficient to cause the
therapeutic agent to be released from the microsphere liposome composite at the region of
pathology.

The present invention also provides a method for preparing a formulation of
the present invention. The method includes contacling a suspension of liposomes in a
aqueous solution including at least one of a surfactant and a lipid: and mixing the suspension
with & gas that has a solubility of less than about 1.0% (v/v) in water at 25°C and 1 atm,
sufficient to provide the formulation.

The present invention also provides a method for preparing a formulation of

the present invention. The method includes contacting a suspension of liposomes in a

. aqueous solution including at least one therapeutic agent and at least one surfactant or lipid;

and mixing the aqueous liposome suspension with a gas that has a solubility of less than
about 1.0% (v/v) in water at 25°C and 1 atm, sufficient to provide the formulation.

The present invention also provides a kit for the preparation of a formulation
of the present invention. The kit includes a container that includes an aqueous solution,
wherein the aqueous solution includes at lcast one of a surfactant and a lipid, and liquid-filled
liposomes; and a means for introducing a gas that has a solubility of less than about 1.0%
(v/v) in water a1 25°C and 1 atm into the aqueous sojution.

The present invention also provides the use of a formulation of the present
invention for the manufacture of a medicament for treating heart disease, inflammation,
infection, cancer or thromboembolic disease in a patient (e.g., mammal) in need of such
treatment. The formulation includes a gas microsphere liposome composite suspended in a
medium, wherein the gas microsphere liposome composite includes: a gas-filled microsphere;
at least one of a lipid and a surfactant adsorbed onto the surface of the gas-filled microsphere;
and liquid-filled liposomes attached to the lipid or surfactani.

The present invention also provides the use of a formulation of the present

invention for the manufacture of a medicament for ultrasound imaging in a patient (¢.g.,
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mammal) in need of such ultrasound imaging. The formulation includes a gas microsphere
liposome composite suspended in a2 medium. wherein the gas microsphere liposome
composite includes: a gas-filled microsphere; at least one of a lipid and a surfactant adsorbed
onto the surface of the gas-filled microsphere: and liquid-filled liposomes attached to the lipid
or surfactant.

The present invention also provides the use of a formulation of the present
invention for the manufacture of a medicament for diagnostic imaging in a patient (e.g.,
mammatl) in need of such diagnostic imaging. The formulation includes a gas microsphere
liposome composilte suspended in a medium. wherein the gas microsphere liposome
composite includes: a gas-filled microsphere: at least one of a lipid and a surfactant adsorbed
onto the surface of the gas-filled microsphere: and liquid-filled liposomes attached to the lipid

or surfactant.

BRIEF DESCRIPTION OF THE FIGURES
FIG. 1 illustrates a gas-filled liposome.

FIG. 2 illustrates a monolayer gas microsphere liposome composite (MSLC)
of the present invention.
FIG. 3 illustrates a multilayer gas microsphere liposome composite (MSLC) of

the present invention.

DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION

Referring to Figures 2 and 3, the present invention provides a gas microsphere
liposome composite (MSLC) (1) dispersed in an aqueous medium (2). The gas microsphere
liposome composite (MSLC) (1) includes of a gas-filled microsphere (3) of a suitable inert
gas (4). A lipid (5) and/or surfactant (6) is adsorbed on the surface (12) of the gas-filled
microsphere (3). Liquid-filled liposomes (LFLs) (7) are attached to the lipid (5) and/or
surfactant (6). The LFLs (7) can include a therapeutic agent (8) or diagnostic agent (9) in the
liquid interior (10) of the LFLs (7). In addition, a targeting moiety (11) can be attached to the
surface (13) of the LFLs (7).

5
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As used herein, “gas microsphere liposome composite (MSLC)” (1) refersto a
gas-filled microsphere (3) having at least one of a lipid (5) and a surfactant (6) adsorbed onto
the outer surface (12) of the gas-filled microsphere (3) and also having liquid-filled liposomes
(7) attached 10 the lipid (5) or surfactant (6).

As used herein. “surfactant™ (6) refers to any material. ionic or non-jonic.
which produces a reduction in interfacial tension in a solution. The term surfactant (6)
includes both amphiphilic molecules less than about 1,000 molecular weight and polymers
which are capable of reducing interfacial tension between a gas-filled microsphere (3) and the
surrounding aqueous medium (2).

As used herein, “liquid filled liposome (LFL)"” (7) refers to liposomes that
contain a liquid interior (10) (i.e.. a liquid in the internal volume). The liquid filled liposomes
(7) can be unilameliar (14), bilameller (15), or multilamellar (16). The liquid filled liposomes
(7) are typically attached to the adsorbed liquid or surfactant (6) in a continuous fashion.

Each of the liquid filled liposomes (7) can independently contain a therapeutic agent (8) or
diagnostic agent (9) in the liquid interior (10) of the liquid filled liposome (7). Additionally,
each of the liquid filled liposomes (7) can independently contain a high affinity, targeting
moiety (11) attached to the surface (13) of the liquid filled liposome (7).

As used herein, “continuous” or “contiguous”, with respect to the liquid-filled
liposomes (7) attached to the lipid (5) or surfactant (6) coated gas-filled microsphere (3)
surface, refers to a significant portion (e.g., at least about 50%) of the outer surface (12) of the
gas-filled microsphere (3) being covered with liquid-filled liposomes (7).

As used herein, “targeting moiety™, refers to a biocompatible organic
molecule, biocompatible inorganic molecule, protein, peptide, peptidomimetic,
polysaccharide or other molecule having a high affinity for a receptor, enzyme, mRNA or
DNA. The biocompatible organic molecule, biocompatible inorganic molecule, protein,

'peptide. peptidomimetic, polysaccharide or other molecule is altered in its expression at a site
of pathology in-vivo relative to the surrounding normal tissue. Additionally, this targeting

moiety is principally bound or attached 1o the surface of the liquid-filled liposomes (7).
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As used herein, “high affinity™ refers 10 a binding affinity of less than about
1um when expressed as the dissociation constant, Kd, for the interaction of a single targeting
moiety and the biological target (e.g., receptor. enzyme, mRNA, or DNA).

As used herein. “patient” refers to one who is suffering from a given disease or
disorder and is in need of treatment for the specified disease or disorder. Suitable patients
include, e.g., animals. Suitable animals include, e.g.. mammals. Suitable mammals include,
¢.g., humans.

As used herein, “treating™ or “treatment” refers to the treatment of a discase or
disorder in 2 patient and includes: (i) preventing the disease or disorder from occurring in a
patient, in particular when such patient is predisposed to the disease or disorder but has not
yet been diagnosed as having it; (ii) inhibiting the disease or disorder, i.e., arresling its
development; and/or (iii) relieving the disease or disorder, i.c., causing the regression of the
disease or disorder.

As used herein, a “gas-filled microsphere” is 2 microbubble suspended in a
medium wherein the microbubble has a nominal spherical shape above about the freezing
point of the medium and below about the boiling point of the medium and above about 0 atm
pressure and below about 5 atm pressure (e.g., standard temperature and pressure).

As jllustrated in Figure 2 and Figure 3, the gas microsphere liposome
composite (1) (MSLC) includes a gas-filled microsphere (3). The gas-filled microsphere (3)
is typically acoustically active. The gas-filled microsphere (3) typically has a solubility of
less than about 1.0% (v/v) in water at 25°C and 1 atm. Additionally, the gas-filled
microsphere (3) typically has an average diameter of about 0.1um to about 10um. Preferably,
the gas-filled microsphere (3) will have an average diameter of about 0.5em to about 10pm.

. The gas-filled microsphere (3) will typically include one or more suitable inert
gases (4). Suitable inert gases (4) of the present invention are well known in the field of

ultrasound contrast agents. Suitable inert gases (4) useful in the present invention are
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disclosed. e.g., in Unger, et al.. (U.S. Patent No. 5.547.656: U.S. Patent No. 5.527.521: U.S.
Patent No. 5.228,446; U.S. Patent No. 5,585,112: U.S. Patent No. 5,769.080: and U.S. Patent
No. 5,715.824), Quay. et al., (U.S. Patent No. 5.573.751 and U.S. Patent No. 5.558.094) and
Schneider (U.S. Patent No. 5.271,928; U.S. Paient No. 5,380.519: and U.S. Patent No.
5.531.980). These may include both gases and gaseous precursors (i.e., liquids which
undergo a transition to the gas phase under reduced pressure or elevated temperature).
Preferred inert gases (4) are of low solubility in blood, are non-reactive, non-metabolizable
and/or are non-toxic in patients {(e.g., mammals). Suitable inert gases (4) useful in the present
invention include, c.g., perfluorocarbon gases (e.g. (C2-Cs) perfluorocarbons), perfluoroether

gases, Nitrogen, and noble gases (e.g.. Helium, Argon, and Neon).

Gas Microsphere Liposome Composite (MSLC)

The gas microsphere liposome composite (1) includes 2 gas-filled microsphere
(3): at least one of a lipid (5) and a surfactant (6) adsorbed onto the outer surface (12) of the
gas-filled microsphere (3); and liquid-filled liposomes (7) attached to the lipid (5) or
surfactant (6). The gas microsphere liposome composite (1) (MSLC) will typically have a
mean diameter of about 0.1 um to about 10 um. Preferably. the gas microsphere liposome
composite (1) will have a mean diameter of about 0.2 um to about 4 um. The gas microsphere
liposome composite (1) will typically have a density of about 0.90 to about 1.10 of the density
of the medium (2). The gas microsphere liposome composite (1) (MSLC) can exist as an
aggregate of two or more gas microsphere liposome composites (1). The aggregate will

typically have a diameter of about 1 um to about 100 pm.

Lipid and Surfactapt
As illustrated in Figure 2 and Figure 3, the gas microsphere liposome

composite (MSLC) (1) includes at least one of a lipid (5) and surfactant (6) adsorbed onto the
outer surface (12) of the gas-filled microsphere (3). The lipid (5) or surfactant (6) can exist as

a mono-molecular layer, a bi-molecular layer, or a multi-molecular layer on the outer surface
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(12) of the gas-filled microsphere (3). The surfactant (6) rapidly adsorbs to the outer surface
(12) of the gas-filled microspheres (3) and thereby reduces the surface tension of the low
solubility inert gas (4) or gases. Additionally, the surfactant (6) acts as an interface 1o which
the LFLs (7) may adhere.

The surfactant (6) can be any sunitable non-ionic surfactant, cationic surfactant,
or anionic surfactant. Suitable non-ionic surfactants include. e.g., polyethylene glycol,
polypropylene glycol, polyvinylpyrollidone, polyvinylalcohol, cellulose, gelatin, xanthan
gum, pectin, and dextran. Suitable cationic surfactants include, e.g., tetraalkyl ammonium,
tetraalkyl phosphonium, or suitable salts thereof. Suitable cationic surfactants include, e.g.,
tetrahexyl ammonium, tetradecyl ammonium, tetrabutyl ammonium, tetrahexyl phosphonium.
tetradecyl phosphonium, tetrabutyl phosphonium, tetraphenyl phosphonium, and suitable salts
thereof. Suitable anionic surfactants include, e.g., alkyl sulfonate, alkyl carboxylate, and
suitable salts thereof. Suitable anionic surfactants include, e.g., dodecyl sulfate, palmityl
sulfate. dodecyl carboxylate, palmityl carboxylate, and suitable salts thereof.

Suitable lipids (5) include, e.g., phospholipids, glycolipids, triglycerides and
fatty acids. Suitable phospholipids include, e.g., dipalmitoylphosphatidyl choline chloride,
dimyristoylphosphatidyl choline, dilauryoylphosphatidyl choline, and dioleoylphosphatidyl

choline.

Liquid-Fijlled Li mes

As illustrated in Figure 2 and Figure 3, the gas microsphere liposome
composite (1) (MSLC) includes liquid-filled liposomes (7) (LFLs) attached to the lipid (5) or
surfactant (6). The presence of liquid-filled liposomes (7) stabilizes the surfactant-
encapsulated or lipid-encapsulated gas-filled microsphere (3). One or more of the liquid-
filled liposomes (7) will typically include liquid from the medium of suspension (2) (i.e.,
medium (2)). Preferably, each of the liquid-filled liposomes (7) will typically include liquid
from the medium of suspension (2). The presence of liquid from the medium of suspension

(2) in the Jiquid interior (10) (e.g., the interval volume) of the liquid-filled liposomes (7)

i3
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provides for microsphere compositions that have densities which are close (e.g.. within about
20%) to that of the medium of suspension (2), thereby minimizing microsphere flotation
and/or separation.

The LFLs (7) can contain one or more drugs (e.g.. therapeutic agents (8) and/or
diagnostic agents (9)) in the liquid-filled internal volume. Because the LFLs (7) are attached
to the surfactant-coated or lipid-coated gas-filled microsphere (3), the LFLs (7) can burst
upon ultrasound stimulation of the internal gas thereby releasing the one or more drugs (e.g..
therapeutic agents (8) and/or diagnostic agents (9)) in a diseased organ or tissue. The liquid-
filled liposomes (7). however. have limited acoustic activity by themselves.

The LFLs (7) attach and stabilize the surfactant-encapsulated or lipid-
encapsulated gas-filled microsphere (3). This provides for MSLCs (1) which have densities
that are close (e.g., within about 20%) to that of the medium of suspension (2). thereby
minimizing gas microsphere flotation and/or separation. This also provides for gas
microsphere suspensions that are relatively uniform in size distribution (e.g., about 1um to
about 5 um) over a reasonable period of time afier preparation (e.g.. up to about 30 minutes).

The liquid-filled liposomes (7) typically occupy greater than about 50% of the
microsphere surface area. The liquid-filled liposomes (7) are also typically attached 10 the
adsorbed lipid (5) or surfactant (6) in an essentially continuous fashion. This orientation
provides outstanding buoyancy properties for the MSLCs (1), which provides relatively stable
suspensions with excellent and reproducible acoustic response properties when in dilute
aqueous suspensions.

The size of the LFLs (7) is relatively important. The liquid-filled liposomes
(7) should preferably have diameters that are less than about 10% of the diameter of the gas-
filled microsphere (3) diameter. The range of greatest interest for most in vivo ultrasound
imaging or drug delivery agents are MSLCs (1) that have an overall diameter between about ]
jum and a.boul 5 um, and are made from liquid-filled liposomes (7) of less than100nm in
diameter. Larger liquid-filled liposomes (7) (e.g., greater than about 0.2 um in diameter)
create MSLCs (1) of overall diameter which exceed the diameter of the capillary vessels in

14
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the bady. This would create a hazardous situation with respect to capillary plugging. as well
as the consequent biological toxicity associated with blocking the microcirculation of blood
10 tissues. Therefore, it is highly preferred to utilize LFLs (7) of less than about 100nm in
diameter 10 create MSLCs (1) of the proper dimensions for safe use in living patients (¢.g..
mammals). Each of the liguid-filled liposomes (7) typically have & diameter of about 10nm to
about 200nm. Preferably, each of the liquid-filled liposomes (7) will have a diameter of
about 20nm to about 100nm. In addition, each of the liquid-filled liposomes (7) will typically
have a diameter that is less than about 10% of the diameter of the gas-filled microsphere (3).

As illustrated in Figure 2 and Figure 3, one or more of the LFLs (7) may
include one or more suitable drugs (e.g., therapeutic agents (9) and/or diagnostic agents (9))
in the liquid-filled intemnal volume. Each of the liquid-filled liposomes (7) may
independently include one or more drugs (e.g., therapentic agents (8) and/or diagnostic agents
(9)) in the liquid interior (10) of the liquid-filled liposomes (7). The LFLs (7). when attached
to the surfactant-coated or lipid-coated gas-filled microsphere (3) surface, can be burst upon
uitrasound stimulation and release the one or more therapeutic drugs (e.g-.. therapeutic agents
(8)) in a diseased organ or tissue in a localized and concentrated fashion. High energy
ultrasound is generally capable of causing the gas-filled microsphere (3) to expand and
contract rapidly, which eventually leads to gas bubble rupture. The ultrasound energy
captured by the gas-filled microsphere (3) will cause the MSLC (1) to fragment and rupture,
in tumn, releasing the one or more drugs (e.g.. therapeutic agents (8)) contained in the interior
of the LFLs (7) autached to the surface of the MSLC (1).

Suitable classes of therapeutic agents (8) include, e.g., anticoaguiants,
thrombolytics, antineoplastic agents, and anti-inflammatory agents. Suitable specific
therapeutic agents (8) are disclosed, e.g., in (PCT/US99/13682), and include, e.g.,
doxorubicin, cyclophosphamide, adriamyein, methotrexate, gemcitabine, navelbine, cisplatin,

| tissue plasminogen activator, integrelin, roxifiban, methotrexate and enbrel. In a preferred
embodiment of the present invention for ultrasound stimulated drug release, the MSLLs (1)

include both high affinity targeting moieties (11) and therapeutic drugs (e.g., therapeutic

) H]
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agents (8)) in the solution of the LFLs (7), in order to maximize the therapeutic index and the
quantity of drug delivered per gas microbubble.

Suitable classes of diagnostic agents (9) include, e.g., X-ray contrast agents
and MRI contrast agents. Suitable specific diagnostic agents (9) include, e.g.. non-ionic
iodinated X-ray contrast agents, ionic iodinated X-ray contrast agents, gadolinium containing
MRI contrast agents. iron containing MRI contrast agents. and manganese coniaining MRI
contrast agents.

The use of diagnostic agents (9) in the LFLs will allow both ultrasound image
enhancement (e.g., back scatter) and X-ray or MRI image enhancement to be achieved with
one MSLC composition.

For targeted delivery of one or more drugs (c.g., therapeutic agents (8) and/or
diagnostic agents (9)) to a selected pathological condition, the LFLs (7) of the present
invention can be derivatized with a high affinity, targeting moiety (11) that is covalently
linked or adsorbed onto the surface (13) of the LFLs (7). As such, the liquid-filled liposomes
(7) may typically have one or more suitable high affinity, targeting moieties (11) attached to
the surface (13) of the liquid-filled liposomes (7). This provides LFLs (7) that are capable of
providing ultrasound contrast enhancement to sites of pathology in vivo. This is
accomplished by providing ligands on the LFLs (7) that have high affinity for receptors,
enzymes, mRNA, or DNA which are overexpressed or altered in dysfunctional cells at sites of
diseases. Alternatively, these targeting moieties (11) attached to the LFLs (7) can bind to
normal tissue receptors for the selective imaging of normal tissues, in contrast to the absence
of acoustic enhancement of the adjacent diseased tissue which lacks the receptor being
targeted by the LFLs (7). One or more of the LFLs (7) may include, in the interior liquid
medium (10), one or more suitable diagnostic agent (9) from the medium of suspension (2).

Suitable high affinity targeting moieties (11) which can be incorporated onto
the surface (13) of the LFLs (7) for directing the MSLC (1) to specific sites of pathology have
been disclosed previously. See, e.g., Unger (PCT/US96/09938), Allen (U.S. Patent No.
5,620,689) and Quay (EP 0727225), which provide many examples of the biological targeting

f)_O
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moieties that can be incorporated into surfactant (6) or lipid (5) components of directed
ultrasound imaging agents or drug delivery compositions. Among these are tumor specific
antibodies. receptor-specific peptides and peptidomimetics such as cell adhesion molecules
and the like.

Suitable specific targeting moieties (11) include, e.g., 1.2-dipalmitoyl-sn-
glycero-3-phosphoethanolamine-cyclo( Arg-Gly-Asp-D-Phe-Lys)-dodecanoate; DPPE-
PEG400-cyclo(Arg-Gly-Asp-D-Phe-Lys)-dodecanoate; 1-(1.2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-
phosphoethanolamino)-c,w-dicarbonyl PEGasoo-2-{ [7-(N-hydroxycarbamoyl)(3S.6R.75)-4-
aza-6-(2-methylpropyl)-11-oxa-5-oxobicyclo[ 10.2.2]Jhexadeca-1(15),12(16),13-trien-3-
yllcarbonylamino }-N-(3-aminopropyl)acetamide; and 1-(1.2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-
phosphoethanolamino)-,a-dicarbonyl PEGaugy-[7-(N-hydroxycarbamoyl)(3S.6R,7S)-4-aza-
6-(2-methylpropyl)-11-oxa-5-oxobicyclo[10.2.2]hexadeca-1(15),12(16).13-trien-3-yl]-N-{ [4-
(aminomethyl)phenyl)methyl }carboxamide.

The liquid-filled liposomes (7) used in the present invention are well known in
the art. Among the preferred materials for making liposomes for use in the present invention
are phospholipids which can be cationic, anionic or zwitterionic in nature, and may be used in
admixtures. Many sources exist on the composition and preparation of liposomes. For
example, see New (R.R.C. New, editor, Liposomes. a practical approach , Oxford University
Press, Oxford, UK, 1990), Tyrrell ("New Aspects of Liposomes”, D. A. Tyrrell. T. D. Heath,
C. M. Colley & B. E. Ryman, Bijochimica & Biophysica Acta, 457 (1976), 259-302),
Schneider (US Patent No. 4,224,179), Woodle (MC Woodle and D. Papahadjopoulos,
Methods in Enzymology 171, 193, 1989). In particular, Papahajopoulos (US Patent No
4,235,871) has described methods for forming LFLs including therapeutic agents.

Control jize Distribution and Stabilit
The size and stability of the MSLCs can be controlled through several

parameters, ¢.g., concentration of the lipid in solution; the diameter of the LFLs; the
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molecular weight of the polymer surfactant. e.g., polyethylene glycol (PEG). included in the

composition; and the concentration of the polymer used.

1. The concentration of the phospholipids in solution

Varying the lipid concentration will control the size distribution and stability
of the liquid filled liposome and, this in turn, will adjust the size of the MSLC which is
formed and stabilized in suspension. The mean size of the stabilized MSLCs in suspension is
directly proportional to the concentration and size of the initial LFLs. Since the number and
size of the LFLs is dependent on the amount of lipid (e.g., phospholipid) available, the initial
lipid concentration will directly effect the number and size of the MSLC distribution which is

stabilized in suspension.

2. The diameter of the LFL

Independent of the lipid (e.g., phospholipid) concentration, the size of the
MSLCs in suspension can be varied by changing the LFL size through physical means. The
LFL size can be varied by methods such as extrusion or ultrasonication, which are well-
known in the science of liposomes (see, e.g., R.R.C. New, editor, Liposomes, a practical
approach, Oxford University Press, Oxford, UK, 1990). As described previously, the
variation of LFL size will result in varying MSLCs size distributions (i.c., smaller LFLs in the
size range of less than about 100nm will produce smaller MSLCs in the range of less than
about 10um).

3. The molecular weight of surfactant used in the composition

The molecular weight of polymeric surfactant (ionic or non-ionic) in the
preparation can be used to affect the mean diameter of the MSLCs formed. For example, a
higher molecular weight of polyethylene glycol (PEG), either covalently bound to other
components/lipids of the composition or added as free PEG in solution, can be used 10
stabilize larger sized gaseous microbubble-containing MSLCs once gas is introduced into the
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system. For example. by varying the molecular weight of the PEG from 500 to 10.000. the
MSLC diameter can be adjusted.

4. Concentration of the polymer

The size of the MSLC can be controlled by changing the concentration of the
polymer surfactant in the liposomal suspension. An increase in polymer concentration in the
composition typically results in an increase in the mean size and/or concentration of the

MSLCs in suspension.

ation of Gas Mi re Liposome Composi

‘The gas microsphere liposome composites (MSLCs) described herein can be
prepared by mixing a gas of low aqueous solubility with an aqueous solution containing a
surfactant and liquid-filled liposomes in suspension. This can be accomplished by
mechanical mixing, ultrasonication or high velocity injection of the gas into the liquid
containing the surfactant and LFLs.

To form the initial LFLs, phospholipids can be suspended in a bulk aqueous
solution, which can further include a surface active material, as well as non-aqueous
components, such as glycerol or propylene glycol. or suspending aids such as
polysaccharides, proteins or synthetic polymers, provided such components are parenterally
acceptable (i.c., non-toxic). Methods for preparing the LFLs used in the current invention for
preparation of MSLCs have been described previously by Woodle (M.C. Woodle and D.
Papahadjopoulos, Methods in Enzymology 171, 193, 1989).

If biotargeting of the MSLC is desired, then the LFLs can have a high affinity
targeting moiety covalently bound or adsorbed to the surface of the liquid-filled liposome.
The targeting moieties can be adsorbed to the surface of the MSLC or, more preferably,
covalently attached to the LFL as a phospholipid ester or attached to a PEG component of the
MSLC (see Allen U.S. Patent No. 5,620,689). In the case of MSLCs for ultrasound
stimulated drug release, the LFLs can be prepared to include a therapeutic agent in the interior
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liquid volume of the liposomes by preparing the liposomes in a surfactant-containing,
aqueous medium including the drug. followed by mixing or sonicating the medium with a
suitable inert gas.

The control of the LFL diameter in the size range of less than about 100nm is
important for forming and stabilizing MSLCs of the desired size range (e.g.. greater than
about 0.5 pm and less than about10 pum in diameter) for ultrasound imaging and ultrasound-
stimulated drug release. Methods for controlling the size of LFLs have been described in the
literature (see, ¢.g.. R.R.C. New, editor, Liposomes, a practical approach. Oxford University
Press, Oxford, UK, 1990, pp. 36-85). Microfluidization techniques for making LFLs of the
desired size are particularly effective as described in Cook, et al., (U.S. Patent No.
4,533,254).

Proof of Stru

To demonstrate the existence of this novel structure (termed gas microsphere
liposome composite (MSLC)), the liposome system described in Example 1 was prepared and
analyzed using four techniques, Optical Microscopy, Transmission Electron Microscopy,
Fluorescence Probing and Soft X-ray Microscopy. These techniques provide information on
the macrostructure (greater than about 1 pm in size), microstructure (10 nm to ~1000nm), and

the microenvironment of the chemical system (at the molecular level).

Optical Microscopy

Optical Microscopy allows the determination of the size and shape of an object
in the micron range. Therefore, a MSLC composition with a diameter in the range of about 1
to about 10 pm is visible using a 1000X microscope, and will have a magnified size of about
1 to about 10 mm in diameter. Optical Microscopy was performed to show thet the MSLCs
are spherical in shape, and are present in the size range of about 1 to about 10 ym in diameter.

After preparation of the MSLC suspension (for example, as described in
Example 1), about 0.5 mL is slowly withdrawn from the vial using a syringe (B-D 5 cc
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syringe and precision guide 22 1/2 G needle; 0.70 mm x 40 mm). The sample was placed on
a Hanging Drop slide (18 mm diameter; 0.5 mm deep) and covered with a cover slide. Then
a drop of microscope oil was placed on the cover slide. The sample was examined with an
Olympus BHA-P Microscope equipped with 10X eyepiece and QOil Immersion Achromatic
100X Objective, which gave an overall magnification of 1000X. The resulting picture
showed spherical objects that range in size from less than 1 pm to greater than 10 um. The
gas filled MSLCs of greater than approximately 2 pm in diameter appear to be aggregates of
the smaller-sized primary MSLC units.

E n Mic

The presence of the LFLs on the surface of the MSLCs was demonstrated
using transmission electron microscopy (TEM). Transmission electron microscopy uses an
electron beam to illuminate a specimen. The electron beam is operated at high vacuum, and
can magnify up to a 1,000.000X. Both the high vacuum and the electron beam can be
damaging to the systems being studied. Therefore, in order for many samples to be
examined, they must be thin, dry and usually contain a contrast stain.

One technique for examining liposome structures is negative staining.
Negative staining enhances the image of a structure by surrounding or embedding the
specimen in an eleciron dense material. The sample is examined under TEM using
Phosphotungstic acid (PTA) as the stain, before mixing of the gas and aqueous system
containing the surfactant-liposome mixture as well as after mixing to demonstrate formation
of the MSLC.

For the surfactant-LFL system prior to mixing with the gas (the “unactivated™
sample), six drops of the preactivated system were added to 1 ml of 0.3% PTA stain and
shaken gently. The mixture was left to stand for 5 minutes undisturbed, and then one drop of
the mixture was applied to the grid plate. The grid was air dried on a piece of filter paper for
30 minutes, before it was transferred to the grid carrying case for the TEM study.
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For the MSLC sample (after mixing with the gas) one drop was added to 1 mL
of 0.3% PTA stain and mixed gently. Then a drop of the solution was applied to the grid.
The excess solution was removed by wicking and air-drving.

TEM pictures show that the composition. prior to mixing with a
perfluorocarbon gas, contains liposomes of about 50nm to about 100nm. The TEM pictures
of the post-mixing MSLC suspension (after mixing with a perfluorocarbon gas) show MSLCs
of about 300 nm to about 1000nm, which include a gas-filled microsphere void with a lipid or

surfactant shell having liposome units of about 50nm to about 100nm along the surface.

cence is

Fluorescent probe experiments were used to study the general chemical
propertics of a liposome system. A fluorescent probe is a fluorophore, typically pyrene, that
localizes within a specific region of a liposome and responds to a photon of energy by
producing a fluorescence emission. This emission can be used to determine the
microenvironment {(micropolarity) and localized concentration of the fluorophore in the
system.

For this experiment, pyrene was injected into vials of control medium
(solution without surfactant or liquid-filled liposomes), vials of surfactant and liquid-filled
liposomes (prior to mixing with a perfluorocarbon gas) and into vials containing MSLCs in
suspension (after high speed mixing of the composition with perfluoropropane) to compare
the pyrene fluorescence spectra. The control medium that was used consisted of a mixture of
80% sodium chloride solution (9% NaCl), 10% propylene glycol and 10% glycerol. The
MSLC suspension was prepared as described in Example 1.

The results of the study showed that the microenvironmental polarity of pyrene

_ in the control medium was consistent with the pyrene being dissolved in a purely aqueous

environment. The microenvironment polarity of the pyrene in the surfactant/liquid-filled
liposome system (prior 10 gas mixing) was consistent with the pyrene being dissolved in the

lipid membrane of the LFLs. Following high speed mechanical mixing of the
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perfluorocarbon gas with the surfactant/liquid-filled liposome svstem the local concentration
of the pyrene was shown to increase in a manner consistent with the presence of a liposome

aggregate system as such as the MSLC structure observed in the TEM experiment.

Soft X-rays are X-rays with an energy of about 100 to abou 1000 eV. These
energies are well matched to K shell absorption edges of low Z atoms like carbon and oxygen,
or L shel] edges of atoms like calcium. The wavelength of these X-rays is in the 1 t0 10 nm
range, whereas those of visible light are 350-700 nm. This makes very high resolution
imaging possible. Soft X-ray microscopy provides high resolution while avoiding sample
destruction: the X-rays have negligible effects on the sample.

MSLC suspensions were studied using this Soft X-ray microscopy technique.
The sample was prepared between two silicon nitride membranes. The membranes have a
thickness of 100nm and a size of 3mm x 3mm in a 9mm x 9mm silicon frame of 200 microns
thickness. After mounting one membrane on each side of the wet cell, a syringe was used to
put a very small droplet (less than about 5 uL, but not a defined volume) of the MSLC
material on one of the membranes. For these experiments there is no dilution or pretreatment
of the sample. Next, the two parts of the wet cell were placed together and tightened with
screws. The layer thickness of the sample between the two membranes was checked with 2
visible light microscope. If the layer thickness was not appropriate the screws were adjusted
to obtain the right thickness. A small droplet of water was placed into the reservoir slot of the
wet cell to prevent evaporation of the sample. The rescrvoir slot was sealed with a small
piece of tape and then the wet cell was mounted in the microscope.

The results from the Soft X-ray microscopy showed that the system after high
speed mixing with perfluoropropane gas contained MSLCs of about 300nm to about 500nm
having lic.;uid-ﬁlled liposome units of about 50nm to about 100nm along essentially the entire
boundary surface.
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The MSLCs can be used as general purpose ultrasound contrast agents for
diagnostic ultrasound use. They can also be modified to contain biological 1argeting moieties
bound or adsorbed to the liquid filled liposomes on the surface of the MSLC to provide
selective localization of the MSLCs in the body. Biologically-tarpeted MSLCs are useful for
targeted contrast ultrasound imaging of specific disease processes. In addition, these
biologically-targeted MSLCs can be used for localized delivery of drugs. which are
encapsulated within the liquid-filled liposomes and are released upon exposure of the MSLCs
to ultrasound energy in vivo.

The formulation may be administered intravenously or intraperitoncally by
infusion or injection. Solutions of the formulation can be prepared in water, optionally mixed
with a nontoxic surfactant. Dispersions can also be prepared in aqueous solutions containing
glycerol, liquid polyethylene glycols, or other suitable parenteral diluents.

The pharmaceutical dosage forms suitable for injection or infusion can include
sterile aqueous solutions or dispersions or sterile powders comprising the formulation which
are adapted for the extemporaneous preparation of sterile injectable or infusible solutions or
dispersions, optionally encapsulated in liposomes. In all cases, the ultimate dosage form
should be sterile, fluid and stable under the conditions of manufacture and storage. The
liquid carrier or vehicle is a pharmaceutically acceptable diluent such as a mixture of water,
ethanol, a polyol (for example, glycerol, propylene glycol, liquid polyethylene glycols), and
the like. The proper fluidity can be maintained, for example, by the formation of liposomes,
by the maintenance of the required particle size in the case of dispersions or by the use of
surfactants. In many cases, it will be preferable to include isotonic agents, for example,
sugars, buffers or sodium chloride. Prolonged suspension of the injectable compositions can
be brought about by the use of agents such as gelatin, cellulose, polyvinyl pyrollidone or
similar suspension aids.

Sterile injectable solutions are prepared by incorporating the required
ingredients enumerated above, followed by filter sterilization. When employing sterile

powders for the preparation of sterile injectable solutions, the preferred methods of
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preparation are vacuum drying and the freeze drying techniques, which vield a powder of the
active ingredient(s) plus any additional desired ingredient present in the previously sterile-
filtered solutions.

The microsphere liposome composites (MSLCs) are injected into a patient or
human as a suspension containing approximately 10" to 10° microsphere liposome
composites in a principally aqueous medium. After allowing sufficient time for the MSLCs
to circulate throughout the body, an ultrasound imaging machine (such as is routinely used in
clinical practice) is used to image or (with higher energies or repeated insonation pulses)
disrupt the MSLCs to release a therapeutic drug at the site of disease or in an organ of
interest, e.g., the heart, or in tumnors, or at sites of inflammation.

The ability of a formulation of the invention to act as a contrast imaging agent
can be determined using pharmacological models which are well known in the field. For
example, see Villanueva et al. (Villanueva, F.S., Glasheen, W.P., Sklenar, J., Kaul, S.
Circulation, 88, 596-604 (1993)).

The ability of a formulation of the invention to act as a therapeutic agent can
be determined using pharmacological models which are well known in the field. For
example, see Unger (PCT/US961/09938) (W0O96/40285).

The invention will now be illustrated by the following non-limiting Examples.
Preparation of General Purpose Diagnostic MSLC Contrast Agent

Example 1

A saline glycerol solution (100 mi) was prepared including glycerol (10 ml)
and NaCl (680 £ 2 mg) in water (to a final volume of 100 ml). DPPC (dipalmitoyl
phosphatidyl choline) (40.0 mg), MPEG500 DPPE (dipalmitoyl phosphatidyl ethanolamine)
(30.0 mg), and DPPA (4.5 mg) were mixed with propylene glycol (10 ml} in a 100 ml
volumetric flask, which was placed in a hot water bath (70°C) and sonicated for 15 minutes
until the solution cleared. The saline/glycerol solution was then added to bring the mixture to

final volume of 100 ml, and the suspension was mixed well. The suspension (1.6 ml) was
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transferred into a 2 ml borosilicate glass vial. The headspace was purged with

_perfluoropropane gas, and the vial was stoppered and sealed. The stopper was West Gray V

50 lyo 13 mm, 4416/50 elastomeric formulation. The seal was a flip off aluminum seal. The
vial containing the lipid suspension was shaken for 45 seconds vsing the IONOS lonomix®.

After shaking, the suspension became milky white.

Preparation of Biologically-Targeted Diagnostic MSLC Material
Examples 2 and 3 describe the synthesis of ultrasound contrast agents of the
present invention comprising targeting moieties for tumor neovasculature that are avp3

antagonists.

Example 2

Part A. Synthesi

Phe-L anoate Conjugat

Disuccinimidyl dodecanoate (0.424 g, ] mmol); 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-
phosphocthanolamine (DPPE) (1.489 g, 1 mmol); and cyclo(Arg-Gly-Asp-D-Phe-Lys) TFA
salt (0.83] g, 1 mmol) (see U.S. Serial No. 09/281,474 for synthesis of this cyclic peptide
targeting moiety, which method is herein incorporated by reference) are dissolved in

chloroform (25 ml) while stirring (5 min). Sodium carbonate (! mmol) and sodium sulfate (1
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mmo!) are added and the solution is stirred at room temperature under nitrogen (18 h).
Chloroform is removed in vacuo and the title compound is purified from the crude product

mixture by preparative HPLC or recrystallization.

Part B. Pre iop of Age sition

The 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-cyclo(Arg-Gly-Asp-
D-Phe-Lys)-dodecanoate conjugate is mixed with three other lipids--1.2-dipalmitoyl-sn-
glycero-3-phosphotidic acid; 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphatidyicholine; and N-
(methoxypolyethylene glycol 5000 carbamoyl)-1.2-dipalmitoyi-sn-glycero-3-
phosphatidylethanolamine—in relative amounts of 2 : 4 : 54 : 40 by weight. An aqueous
suspension containing this lipid mixture (1 mg/mL), sodium chloride (7 mg/mL). glycerin
{0.1 mL/mL), and propylene glycol (0.1 mL/mL), at pH 6-7, is then prepared in a 2 cc glass
vial. The air in the vial is evacuated and replaced with perfluoropropane, and the vial is
sealed. The suspension is agitated in the sealed vial in a dental amalgamator for 30-45 sec. to
form a milky white solution, which is suitabie for use as an ultrasound contrast agent for

imaging angiogenic vessels.

Example 3
A tiop of w-amino-PEG lo{Arg-Gly-Asp-D-Phe-Lys):

o oM
H.NNO(/\WH OJ\/N , CooH
=77 A.\H'
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P

Triethylamine (3 mmol) is added to a solution of N-Boc-PEG34pp-sucinimidyl
ester (1 mmol) and cyclo(Arg-Gly-Asp-D-Phe-Lys) (1 mmoj) in dimethylformamide (DMF)
(25 mL). The reaction mixture is stirred under nitrogen at room temperature overnight, and
the solvent is removed in vacuo. The crude product is dissolved in trifluoroacetic
acid/dichloromethane (1:1 vol/vol) and stirred for 4 h. The volatiles are removed and the title

compound is isolated as the TFA salt via trituration in diethyl ether.

Part B. ration of DPPE- - D-Phe-Lys)-Dodecanoat
njugate:

NH

H

“ NH I'N—¥o

R e A,

Disuccinimidyl dodecanoate (1 mmol), 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-
phosphoethanojamine (DPPE) (1 mmol), and ®w-amino-PEGa4pp-cyclo(Arg-Gly-Asp-D-Phe-
Lys) TFA salt (1 mmol) are dissolved in chloroform (25 mi) while stirring for 5 min. Sodium
carbonate (1 mmol) and sodium suifate (1 mmol) are added and the solution is stirred at room
temperature under nitrogen for 18 h. DMF is removed in vacuo and the title compound is

purified from the crude product mixture by either preparative HPLC or recrystallization.

of the Contrast Mpositi
The DPPE-PEGa400-cyclo(Arg-Gly-Asp-D-Phe-Lys)-Dodecanoate conjugate
is mixed with three other lipids—1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphotidic acid; 1,2-
dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphatidylcholine; and N-(methoxypolyethylene glycol 5000
carbamoyl)- 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphatidylethanolamine--in relative amounts of 1
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: 6: 54 : 4] by weight. An aqueous suspension, containing this lipid mixture (1 mg/mL).
sodium chloride (7 mg/mL). glycerin (0.1 mL/mL). and propylene glycol (0.1 mL/mlL.), at pH
6-7. is then prepared in a 2 cc glass vial. The air in the vial is evacuated and replaced with
perfluoropropane, and the vial is sealed. The suspension is agitated in the sealed vial in a
dental amalgamator for 30-45 sec. to form a milky white suspension, which is suitable for use
as an ultrasound contrast agent.

The following examples. Examples 4 and 5, describe the synthesis of
ultrasound contrast agents of the present invention comprised of targeting moieties for matrix
metalloproteinase inhibitors. These materials are useful for targeting the MSLCs to the sites
of extracellular matrix degradation, which are present in tumors, atherosclerotic plagues, and
cardiac tissue degeneration in CHF (Congestive Heart Failure). These compositions are
useful for localizing the acoustically active MSLCs to sites of disease for the selective
ultrasound imaging of these pathologies. Altematively, as described in Examples 8 and 9,
compositions may be prepared with therapeutic agents in the interior of the LFLs atiached to
the MSLCs, which are useful for ultrasound stimulated drug release at a specific site of

disease.

Example 4

in tamide conjugate:
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To a solution of succinimidyl ester DSPE-PEG-NHS ester (Shearwater
Polymers. Huntsville, Alabama) (1 mmol) in chloroform (25 ml) is added 2-{[7-(N-
hydroxycarbamoyl) (3S,6R.7S )}-4-aza-6-(2-methylpropyl)-11-oxa-5-
oxobicyclo[10.2.2]hexadeca-1(15),12(16),13-trien-3-yl]carbonylamino } -N-(3-
aminopropyl)acetamide TFA salt (1 mmol) (see U.S. Serial No. 60/182,627 for synthesis of
this targeting moiety). Sodium carbonate (1 mmol) and sodium sulfate {1 mmol) are added
and the solution stirred at room temperature under nitrogen for 18 h. The solvent is removed
in vacuo and the title compound is purified from the crude product mixture by preparative

HPLC.

Preparation t Agent Composition:

The 1-(1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamino)-t,«-
dicarbonylPEG3400-2- { [7-(N-hydroxycarbamoyl)(3S,6R.7S }-4-aza-6-(2-methylpropyl)-11-
oxa-5-oxobicyclo[ 10.2.2]hexadeca-1(15),12(16),13-trien-3-yl}carbonylamino }-N-(3-
aminopropyl)acetamide conjugate is mixed with three other phospholipids—1.2-dipalmitoyl-
sn-glycero-3-phosphotidic acid; 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphatidylcholine; and N-
{methoxypolyethylene glycol 5000 carbamoyl)-1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-
phosphatidylethanolamine--in a ratio of 1 : 6 : 54 : 41 by weight. An aqueous suspension,
containing this lipid mixture (1 mg/mL), sodium chloride (7 mg/mL), glycerin (0.1 mL/mL),
and propylene glycol (0.1 mL/mL), at pH 6-7, is prepared in a 2 cc glass vial. The air in the
vial is evacuated and replaced with perfluorobutane, and the vial is sealed. The suspension is
agitated in the sealed vial in a dental amalgamator for 30-45 sec to form a milky white
suspension of the MSLCs targeted to matrix metalloproteinases. The suspension is suitable

for use as an ultrasound contrast agent.
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S |

dicarhopvIPEG3400-[7- N-hvdroxycarbamovl)}(3S,6R,7S)-4-aza-6-(2-methvipropvl)-1 a-
5-0xobi 10.2.2]hexadec

inomethyl)phenylimethyl Xxamide conjugate:

To a solution of succinimidyl ester DSPE-PEG-NHS ester (Shearwater
Polymers, Huntsville, Alabama) (1 mmol) in chloroform (25 mil), is added [7-(N-
hydroxycarbamoyl}(3S,6R,75)-4-aza-6-(2-methylpropyl)-11-oxa-5-
oxobicyclo[10.2.2]hexadeca-1(15).12(16),13-trien-3-yl}-N-{ [4-
(aminomethyl)phenylJmethyl Jcarboxamide TFA salt (1 mmol) (see U.S. Serial No.
60/182,627 for the synthesis of this MMP targeting moiety). Sodium carbonate (1 mmol) and
sodium sulfate (1 mmol) are added and the solution is stirred at room temperature under
nitrogen for 18 h. The solvent is removed in vacuo and the title compound is purified from

the crude product mixture by preparative HPLC.

tion of Contrgs nt Compositi
1-(1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamino)-ot,w-

dicarbonylPEG3400-[7-(N-hydroxycarbamoyl)(3S,6R,7S)-4-aza-6-(2-methylpropyl)-11-oxa-
5-oxobicyclo[10.2.2]hexadeca-1(15),12(16),13-trien-3-yl1}-N-{ [4-
(aminomethyl)phenyl)methyl carboxamide conjugate is mixed with three other
phospholipids—1.2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphotidic acid; 1,2-dipalmitoyl-sa-glycero-3-
phosphatidylcholine; and N-(methoxypolyethylene glycol 5000 carbamoyl)-1,2-dipalmitoyl-
sn-glycero-3-phosphatidylethanolamine--in relative amounts of 1 : 6 : 54 : 41 by weight. An

k)|



o WO 03N1583) PCT/USIN/2568% %

aqueous suspension (1.6 ml), containing this lipid mixture (1 mg/ml.). sodium chloride

(7 mg/mL), glycerin (0.1 mL/mL), and propylene glycol (0.1 mL/mL). at pH 6~7. is prepared
in a 2 cc glass vial. The air in the vial is evacuated and replaced with perfluorobutane, and
the vial is sealed. The suspension is agitated in the sealed vial in a dental amalgamator for
30-45 sec 1o form a milky white suspension of the MSLCs targeted to matrix

metalloproteinases. The suspension is suitable for use as an ultrasound contrast agent.

Preparation of Biologically-Targeted Therapeutic MSL.C Materials
Example 6

To the phospholipid contrast agent composition in Example 3 is added
doxorubicin (100-200 mg/ml). One to two milliliters is transferred to a vial. The air in the
vial is evacuated and replaced with perfluorobutane, and the vial is sealed. The vial is
agitated in a dental amalgamator for 30-45 sec to form a milky white MSLC suspension for
therapeutic use.

Example 7

To the phospholipid contrast agent composition in Example 4 is added
cyclophosphamide (100-200 mg/ml). One to two milliliters is transferred to a vial. The air in
the vial is evacuated and replaced with perfluorobutane, and the vial is sealed. The vial is
agitated in a dental amalgamator for 30-45 sec to form a milky white MSLC suspension for

therapeutic use.

Example 8

To the phospholipid contrast agent composition in Example 5 is added
cyclophosphamide (100-200 mg/ml). One to two milliliters is ransferred to a vial. The air in
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the vial is evacuated and replaced with perfluorobutane and the vial is sealed. The vial is
agitated in a dental amalgamator for 30-45 sec to form a milky white MSLC suspension for

ultrasonically-activated therapeutic use.

Example 9

To the phospholipid contrast agent composition in Example 5 is added tissue
plasminogen activator (10-100 mg/ml), One to two milliliters is transferred to 2 vial. The air
in the vial is evacuated and replaced with perfluorobutane and the vial is sealed. The vial is
agitated in a dental amalgamator for 30-45 sec to form a milky white MSLC suspension for

therapeutic use.

Example 10

Following injection into a living patient (e.g., mammal) and allowing
sufficient time for the targeted MSLCs to localize at or near the site of disease, the diagnostic
ulirasound scan may be acquired, or, in the case of therapeutic agent delivery, ultrasound
energy of sufficient energy to disrupt the MSLCs and release the drug at the targeted site may
be applied by either repeated pulsation or by application of very high power single pulses of

ultrasound energy.

All publications, patents, and patent documents are incorporated by reference
herein, as though individually incorporated by reference. The invention has been described
with reference to various specific and preferred embodiments and techniques. However, it
should be understood that many variations and modifications may be made while remaining

within the spirit and scope of the invention.
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AIMS

What is claimed is:

1. A formulation comprising a gas microsphere liposome composite suspended in
a medium, wherein the gas microsphere liposome composite comprises:

a gas-filled microsphere;

at Jeast one of a lipid and a surfactant adsorbed onto the surface of the gas-
filled microsphere; and

liquid-filled liposomes attached to the lipid or surfactant.

2. The formulation of claim 1 wherein the gas of the gas-filled microsphere has a

solubility of less than about 1.0% (v/v) in water at 25°C and 1 atm.

3 The formulation of claim 1 wherein the gas-filled microsphere has an average

diameter of about 0.1xm to about 10zm.

4, The formulation of claim 1 wherein the gas-filled microsphere has an average

diameter of about 0.5.m to about 10.m.

5. The formulation of claim 1 wherein the gas-filled microsphere comprises at
least one inert gas.

6. The formulation of claim 5 wherein the inert gas is a noble gas.

7. The formulation of claim 5 wherein the inert gas is & perfluoroether gas.

8. The formulation of claim 5 wherein the inert gas is a perfluorocarbon gas.

3
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9. The formulation of claim 1 wherein the gas-filled microsphere has a lipid

adsorbed onto the surface of the gas-filled microsphere.

10. The formulation of claim 1 wherein the gas-filled microsphere has a surfactant

adsorbed onto the surface of the gas-filled microsphere.

Il. The formulation of claim 1 wherein the lipid or surfactant forms a mono-

molecular layer on the surface of the gas-filled microsphere.

12, The formulation of claim 1 wherein the lipid or surfactant forms a bi-
molecular liposomal layer or multi-molecular liposomal layer on the surface of the gas-filled
microsphere.

13. The formulation of claim | wherein the surfactant is a non-ionic surfactant,

cationic surfactant, or anionic surfactant.

14. The formulation of claim 13 wherein the non-ionic surfactant comprises

polyethylene glycol, polypropylene glycol, polyvinylpyrollidone, polyvinylalcohotl, cellulose,

gelatin, xanthan gum, pectin, or dextran.

15. The formulation of claim 13 wherein the cationic surfactant comprises a

tetraalkyl ammonium, tetraalkyl phosphonium ion, or a suitable salt thereof.

16. The formulation of claim 15 wherein the cationic surfactant comprises a
tetrahexyl ammonium, tetraocty] ammonium, tetradecy! ammonium, tetrabutyl ammonium,
tetrahexyl phosphonium, tetraoctyl phosphonium, tetrabutyl phosphonium, tetraphenyl

phosphonium, or a suitable salt thereof.
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17. The formulation of claim 13 wherein the anionic surfactant comprises an alky!

sulfonate, an alkyl carboxylate, or a suitable salt thereof.

18. The formulation of claim 17 wherein the anionic surfactant comprises dodecyl

sulfate, palmity] sulfate. dodecyl carboxylate, palmityl carboxylate, or a suitable salt thereof.

19. The formulation of claim 1 wherein the lipid comprises a phospholipid.

glycolipid, triglyceride or fatty acid.

20. The formulation of claim 19 wherein the phospholipid comprises
dipalmitoylphosphatidyl choline, dimyristoylphosphatidyl choline, ditauryoyiphosphatidyl

choline, or dioleoylphosphatidyl choline.

21. The formulation of claim 1 wherein the liquid-filled liposomes are attached to
the adsorbed lipid or surfactant in a continuous fashion.

22. The formulation of claim 1 wherein the liquid-filled liposomes occupy greater
than about 50% of the outer surface of the gas-filled microsphere area.

23. The formulation of claim | wherein each of the liquid-filled liposomes

independently has a diameter of about 10nm to about 200nm.

24, The formulation of claim 1 wherein each of the liquid-filied liposomes
independently has a diameter of about 20nm to about 100nm.
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25. The formulation of claim 1 wherein each of the liquid-filled liposomes
independently has a diameter that is less than about 10% of the diameter of the gas-filled

microsphere.

26. The formulation of claim 1 wherein each of the liquid-filled liposomes
independently comprises a therapeutic agent or diagnostic agent in the interior of the liquid-

filled liposomes.

27. The formulation of claim 26 wherein the therapeutic agent is an anticoagulant,

thrombolytic, antineoplastic agent, or anti-inflammatory agent.

28. The formulation of claim 26 wherein the therapeutic agent comprises
doxorubicin, cyclophosphamide, adriamycin, methotrexate, gemcitabine, navelbine, cisplatin,

tissue plasminogen activator, integrelin, roxifiban, methotrexate or enbrel.

25. The formulation of claim 26 wherein the diagnostic agent comprises an X-ray

confrast agent or an MRI contrast agent.

30. The formaulation of claim 1 wherein each of the liquid-filled liposomes
independently has high affinity, targeting moieties attached 10 the surface of the liquid-filled

liposomes.

3l. The formulation of claim 30 wherein the high affinity targeting moiety
artached to the surface of the gas microsphere liposome composite comprises:

a ligand which binds to a receptor which is up-regulated in angiogenesis;

a ligand which binds to a receptor which is up-regulated in inflammation; or

a ligand which binds to a receptor which is up-regulated in atherosclerosis.

n
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32. The formulation of claim 30 wherein the high affinity targeting moiety
attached to the surface of the gas microsphere liposome composite comprises:

a ligand which binds to the integrons .3, a.Bs or GpIIb/Ia:

a ligand which binds to a matrix metalloproteinase; or

a Jigand which binds to the LTB, receptor.

33. The formulation of claim 30 wherein the high affinity targeting moiety
attached to the surface of the gas microsphere liposome composite comprises:
1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-cyclo(Arg-Gly-Asp-D-
Phe-Lys)-dodecanoate;
DPPE-PEGao0-cyclo(Arg-Gly-Asp-D-Phe-Lys)-dodecanoate;
1-(1,2-Dipalmitoy}-sn-glycero-3-phosphoethanolamino)-¢,w-dicarbonyl
PEGa400-2-{ [7-(N-hydroxycarbamoyl)(3S,6R,7S5)-4-aza-6-(2-methylpropyl)-1 1 -oxa-5-
oxobicyclo[10.2.2]hexadeca-1(15),12(16),13-trien-3-yl}carbonylamino ) -N-(3-
aminopropyl)acetamide; or
1-(1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamino)-a,m-dicarbonyl
PEGxuo0-[7-(N-hydroxycarbamoyl)(3S.6R,7S)-4-aza-6-(2-methylpropyl)-11-oxa-5-
oxobicyclo[10.2.2]hexadeca-1(15),12(16),13-trien-3-yl}-N-{[4-
(aminomethyl)phenyl]methyl }carboxamide.

34. The formulation of claim 1 wherein each of the liquid-filled liposomes

independently comprises liquid from the medium of suspension.

35. The formulation of claim 1 wherein the gas microsphere liposome composite

has a mean diameter of about 0.1um to about 10um.

36. . The formulation of claim 1 wherein the gas microsphere liposome composite

has a mean diameter of about 0.2:m to about 4um.

Q2
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37. The formulation of claim 1 wherein the gas microsphere liposome composite

eXists as an aggregate of two or more gas microsphere liposome composites.

38. The formulation of claim 37 wherein the aggregate has a diameter of about

1um to about 100um.

39. The formulation of claim 1 wherein the gas microsphere liposome composite

has a density of about 0.90 to about 1.10 of the density of the medium.

40. The formulation of claim 1 wherein the lipid or surfactant comprises a high
affinity targeting moiety.

41. The formulation of claim 1 wherein the lipid or surfactant comprises a

therapeutic agent.

42, The formulation of claim 41 wherein the therapeutic agent is doxorubicin,
cyclophosphamide, adriamycin, methotrexate, gemcitabine. navelbine, cisplatin, tissue

plasminogen activator, integrelin, roxifiban, methotrexate or enbrel.

43. The formulation of claim 1 wherein the medium comprises a diagnostic agent.
44, The formulation of claim 43 wherein the diagnostic agent is an X-ray or MRI
contrast agent.

45. The formulation of claim 40 wherein the high affinity targeting moiety
comprises: )



WO 037015831 PCT/USI/2568S [H

1.2-dipaimitoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-cyclo(Arg-Gly-Asp-D-
Phe-Lys)-dodecanoate;

DPPE-PEGasgo-cvclo(Arg-Gly-Asp-D-Phe-Lys)-dodecanoate;

1-(1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamino)-o,«w-dicarbonyl
PEGzuw-2-{ [7-(N-hydroxycarbamoyl)(3S,6R,7S)-4-aza-6-(2-methylpropyl)-1 1-oxa-5-
oxobicyclo[10.2.2]hexadeca-1(15),12(16),13-trien-3-ylJcarbonylamino } -N-(3-
aminopropyl)acetarnide; or

1-(1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamino)-a,@-dicarbonyl
PEGuo0-[7-(N-hydroxycarbamoyl)(3S,6R, 7S)-4-aza-6-(2-methylpropyl)- 1 1-oxa-5-
oxobicyclof 10.2.2]hexadeca-1(15),12(16).13-trien-3-y1}-N-{ [4-
(aminomethyl)phenyl]methyl jcarboxamide.

46. A method of ultrasound imaging in a patient in need of such ultrasound
imaging comprising:

administering to the patient an effective amount of a formulation of any one of
claims 1-45;

allowing a sufficient period of time for the circulation of the gas microsphere
composite to reach the targeted area; and

performing ultrasound imaging on the patient.
41. The method of claim 46 wherein the patient is & human.

48. The method of claim 46 wherein the effective amount of the formulation
comprises about 10° 1o about 10'? gas microsphere liposome composites.

49. The method of claim 46 wherein the sufficient period of time is about 5

minutes to about 2 hours.
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50. The method of claim 46 wherein the sufficient period of time is about 5 10

about 30 minutes.

51. A method of treating heart disease, inflammation. infection, cancer or
thromboembolic disease in a patient in need of such treatment comprising:

administering to the patient an effective amount of a formulation of any one of
claims 1-45, wherein one or more of the liquid-filled liposomes independently comprises a
therapeutic agent;

allowing a sufficient period of time for the circulation of the gas microsphere
composite to the targeted area; and

applying ultrasound energy 1o the region of pathology in the patient sufficient

to cause the therapeutic agent to be released from the microsphere liposome composite at the

region of pathology.
52. The method of claim 51 wherein the patient is a human.
53. The method of claim 51 wherein each of the liquid-filled liposomes

independently comprises a therapeutic agent.

54. The method of claim 51 wherein the effective amount of the formulation

comprises about 10° to about 10'® gas microsphere liposome composites.

55. A method for preparing a formulation of any one of claims 1-45 comprising:
contacting a suspension of liposomes in a aqueous solution comprising at Jeast
one lipid or one surfactant; and
mixing the suspension with a gas that has a solubility of less than about 1.0%

(viv) in water at 25°C and 1 atm sufficient to provide the formulation.
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56. The method of claim 55 wherein the mixing is accomplished by mechanical
agitation.

57. The method of claim 55 wherein the mixing is accomplished by
ultrasonification.

58. The method of claim 55 wherein the mixing is accomplished by high speed

injection of the gas into the aqueous liposome suspension.

59. A method for preparing a formulation of any one of claims 1-45 comprising:
contacting a suspension of liposomes in a aqueous solution comprising at least
one therapeutic agent and at least one surfactant; and
mixing the aqueous liposome suspension with a gas that has a solubility of less

than about 1.0% (v/v) in water at 25°C and 1 atm sufficient to provide the formulation.

60. The method of claim 59 wherein the mixing is accomplished by mechanical
agitation.

61. The method of claim 59 wherein the mixing is accomplished by
ultrasonification.

62. The method of claim 59 wherein the mixing is accomplished by high speed

injection of the gas into the aqueous liposome suspension.

63. A kit for the preparation of a formulation of any one of claims 1-45
comprising:
a container comprising an aqueous solution wherein the aqueous solution

comprises at least one surfactant and liquid-filled liposomes; and

42



"

» WO 03015831 PCT/USDI/2R%68S

a means f{or introducing a gas that has a solubility of less than about 1.0% (v/v)

in water a1 25°C and 1 atm into the agueous solution.

64. The kit of claim 63 wherein the container comprises a head space.

65. The kit of claim 63 wherein the head space comprises at Jeast one inert gas

having a solubility of less than about 1.0%(v/v) in water at 25°C and 1 atm pressure.

66. The kit of claim 63 wherein the inert gas is a perfluorcarbon gas.

67. The kit of claim 63 wherein the inert gas is a perfluoroether gas.

68. The kit of claim 63 wherein the inert gas is a noble gas.

69. A formulation comprising a gas microsphere liposome composite suspended in

a medium, wherein the gas microsphere liposome composite comprises:

a gas-filled microsphere;

at Jeast one of a lipid and a surfactant adsorbed onto the surface of the gas-
filled microsphere; and

liquid-filled liposomes attached to the lipid or surfactant;

for use in medical therapy or diagnosis.

70. The use of a formulation comprising a gas microsphere liposome composite
suspended in a medium, wherein the gas microsphere liposome composite comprises:

a gas-filled microsphere;

at least one of a lipid and a surfactant adsorbed onio the surface of the gas-
filled microsphere; and

liquid-filled liposomes attached to the lipid or surfactant;
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for the manufacture of a medicament for treating heart disease. inflammation.

infection, cancer or thromboembolic disease in a patient in need of such treatment.

71. The use of a formulation comprising a gas microsphere liposome composite
suspended in a medium, wherein the gas microsphere liposome composite comprises:

a gas-filled microsphere;

at least one of a lipid and a surfactant adsorbed onto the surface of the gas-
filled microsphere: and

liquid-filled liposomes attached to the lipid or surfactant;

for the manufacture of a medicament for diagnostic imaging in a patient in

need of such diagnostic imaging.

72. The use of a formulation comprising a gas microsphere liposome composite
suspended in a medium, wherein the gas microsphere liposome composite comprises:

a gas-filled microsphere;

at least one of a lipid and a surfactant adsorbed onto the surface of the gas-
filled microsphere: and

liquid-filled liposomes attached to the lipid or surfactant;

for the manufacture of a medicament for ultrasound imaging in a patient in

need of such ultrasound imaging.
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COMPUESTOS DE LIPOSOMAS DE MICROESFERA DE GAS
- CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién provee una formulacion que comprende
un compuesto de liposomas de microesfera de gas (MSLC) suspendido en un
medio. El compuesto de liposomas de microesfera de gas incluye una
microesfera llena de gas; por lo menos uno de un lipido y un tensioactivo
adsorbidos en la superficie de la microesfera llena de gas; y liposomas llenos
de liquido unidos al lipido o tensioactivo. La superficie exterior de los
liposomas llenos de liquido puede incorporar un ligando de acceso (es decir,
fraccion de acceso del agente de diagndstico) para entrega directa de los
MSLCs, para diagndstico selectivo por imdgenes, de receptores, enzimas,
ARN mensajero (MARN) y ofros objetivos bioldgicos relevantes.
Adicionalmente, los liposomas llenos de liquido pueden incluir uno o més
medicamentos (por ejemplo, agentes terapéuticos y/o agentes de diagnéstico)
en el volumen interno de los liposomas llenos de liquido. Como tales, el
agente terapéutico o agente de diagnéstico puede administrarse
selectivamente a un érgano o sitio de patologia para entrega localizada. La
liberacion acelerada del medicamento puede estimularse mediante la
aplicacion de energia acustica al sitio de patologia donde se unen los MSLCs
“gsefial”’, proveyendo asi concentraciones localmente altas de agente

terapéutico o agente de diagnostico en una forma selectiva.
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La ultrasonografia es util para reproducir imégenes de
estructuras en el cuerpo de un paciente (por ejemplo, mamifero) con el fin de
ayudar en el diagndstico y terapia. Durante la ultrasonografia, puede usarse
un escdiner ultrasénico para generar y recibir ondas de sonido. El esciner
ultrasénico se pone sobre la superficie del cuerpo que cubre el drea a
reproducir, y las ondas de sonido generadas por el escéner se dirigen hacia el
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érea a reproducir. El escéner detecta entonces las ondas de sonido reflejadas
del drea subyacente y traduce los datos en imdgenes. Las propiedades
aclsticas (por ejemplo, densidad) de cada estructura en el cuerpo dependerén
tipicamente de la velocidad de las transmisiones y la densidad de la
estructura. Los cambios en las propiedades acisticas serdn muy prominentes
en la superficie de contacto entre diferentes sustancias (es decir, en la
superficie de contacto entre sdlidos, liquidos y gases). Por consiguiente,
cuando se dirige energia ultrasdnica a un drea que incluye superficies de
contacto entre diferentes sustancias, las diferentes propiedades aclisticas de
las sustancias ocasionardn diferentes caracteristicas de reflexién. Debido a
que la calidad de la ultrasonografia resultante se intensifica creando una
superficie de contacto entre diferentes estructuras, seria til aumentar la
diferencia en las propiedades acisticas entre diferentes estructuras e
intensificar la calidad de la imagen generada durante la ultrasonografia.

Un método que puede afectar la calidad de la ultrasonografia es
la introduccion de agentes de contraste en el sisterna vascular del cuerpo para
que actiien como agentes de contraste ultrasénico. Cuando los agentes de
contraste se inyectan en el sistema microvascular y lo perfunden, pueden
producirse imagenes mas claras. Los agentes actian como reflectores de
ondas de sonido, intensificando efectivamente la superficie de contacto entre
el sistema vascular y otras estructuras.

Agentes de contraste liquidos y sélidos que contienen gas
atrapado son bien conocidos en el arte. Véase, por ejemplo, Patente de los
Estados Unidos No. 4,235,871; Patente de los Estados Unidos No.
4,265,251; Patente de los Estados Unidos No. 4,442,843; Patente de los
Estados Unidos No. 4,533,254; Patente de los Estados Unidos No. 4,572,203;
Patente de los Estados Unidos No. 4,657,756; Patente de los Estados Unidos
No. 4,681,199; Patente de los Estados Unidos No. 5,088,499; Patente de los
Estados Unidos No. 5,147,631; Patente de los Estados Unidos No. 5,228,446;
Patente de los Estados Unidos No. 5,271,928; Patente de los Estados Unidos
No. 5,380,519; Patente de los Estados Unidos No. 5,413,774; Patente de los
Estados Unidos No. 5,527,521; Patente de los Estados Unidos No. 5,531,980;
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Patente de los Estados Unidos No. 5,547,656; Patente de los Estados Unidos
No. 5,558,094; Patente de los Estados Unidos No. 5,573,751; Patente de los
Estados Unidos No. 5,585,112; Patente de los Estados Unidos No. 5,620,689;
Patente de los Estados Unidos No. 5,715,824; Patente de los Estados Unidos
No. 5,769,080; EP 0 122 624; EP 0 727 225; WO 96/40285; y WO
99/65467. Los microburbujas proporcionadas por estos agentes de contraste
actian como reflectores de ondas de sonido debido a las diferencias acisticas
entre la microburbuja de gas y el liquido circundante.

Feinstein, Patente de los Estados Unidos No. 4,572,203, divulga
"microburbujas” de alrededor de 6-20 micrones en didmetro, producidas por
sonicacion de ciertas soluciones viscosas, para uso como agentes de
contraste ultrasénico. Feinstein divulga igualmente microparticulas sélidas
o semi-sdlidas con contenido metélico, tal como vidrio o grafito, pero que no
contienen aire atrapado, lo suficientemente pequefias para atravesar los
capilares, como agentes de contraste ultrasonico. También se divulgan
microesferas formadas a partir de una matriz polimérica de aminodcido, tal
como albimina, con particulas magnéticas, tales como magnetita (Fe;O,)
incrustadas en ella.

Tickner, Patente de los Estados Unidos No. 4,265,251,
divulga el uso de ciertas particulas "microburbuja” de composicién de
sacarido con un espacio interior hueco lleno de gas, como agentes
intensificadores ultrasénicos.

Rasor y colaboradores, Patente de los Estados Unidos No.
4,442,843, Patente de los Estados Unidos No. 4,657,756, y Patente de los
Estados Unidos No. 4,681,119, ilustran agregados de microparticulas (de 1-
50 micrones de didmetro) de un material s6lido, que son solubles en sangre, y
contienen gas en los vacios entre los racimos, o con gas adsorbido en la
superficie de la particula, o que contienen gas como una parte integral de la
estructura intema de la particula, para uso en ultrasonografia. Se utilizan los
siguientes materiales sdlidos: varios sacdridos, NaCl, citrato de sodio, acetato
de sodio, tartrato de sodio, CaCl; y AlCk.

Hilmann y colaboradores, EP0122624, contiene microparticulas

(PN
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que comprenden una sustancia tensioactiva, incluidos varios compuestos
lipéfilos, con aire encapsulado, para uso como agentes de contraste
ultrasonico. También se divulga la combinacién de particulas del material
tensioactivo y particulas de un material no tensioactivo, tal como cloruro de
sodio, citrato de sodio, acetato de sodio, tartrato de sodio, y varios sacéridos.

Glajch y colaboradores, Patente de los Estados Unidos No.
5,147,631, divulga particulas porosas de un material inorganico que
comprenden un gas o liquido atrapado. Los materiales divulgados
comprenden boratos monoméricos o poliméricos, aliminas monoméricas o
poliméricas, carbonatos monoméricos o poliméricos, silices monoméricos o
poliméricos, fosfatos monoméricos o poliméricos; sales catiénicas organicas
o inorgénicas farmacéuticamente aceptables de los mismos.

Unger divulgé microesferas llenas de gas carbono perfluérico
(Patente de los Estados Unidos No. 5,547,656 y Patente de los Estados
Unidos No. 5,527,521) para fines de diagndstico por imigenes y
compogsiciones de liposomas llenos de precursor gaseoso y llenos de gas, o
métodos para elaborar o usar estos agentes de contraste (Patente de los
Estados Unidos No. 5,228,446, Patente de los Estados Unidos No. 5,585,112,
Patente de los Estados Unidos No. 5.769,080 y Patente de los Estados Unidos
No. 5.715,824)) para fines de ultrasonografia de diagnéstico y general.

Unger, Patente de los Estados Unidos No. 5,088,499, divulga la
preparacion de liposomas llenos de gas y su uso como agentes de contraste
ultrasénico. Estos comprenden materiales que contienen gases, precursores
gaseosos, que pueden activarse por pH, temperatura, o presién, y otros
agentes de contraste s6lidos o liquidos.

En el caso de los materiales divulgados por Unger més arriba en
el texto, la membrana liposomal de la burbuja de gas encapsulado se describe
como la estructura bien conocida cabeza-a-cola unilaminar o multi-laminar
de membranas lipidicas, anfifilicas, tales como fosfolipidos (véase, Figura 1).
Como tales, las composiciones de Unger son liposomas clasicos en los cuales
el interior lleno de liquido se reemplaza por un gas.

Quay ha divulgado métodos de uso de microburbujas de gas



WO 03015831 PCT/US01/25885

libre de bajo factor Q (baja difusividad) como agentes de contraste
ultrasénico (Patente de los Estados Unidos No. 5,573,751 y Patente de los
Estados Unidos No. 5,558,094). En estos casos Quay divulga microburbujas,
de gas libre, de varios gases de baja difusividad, sin ninguna divulgacién de
estructura o composicién de estas microburbujas.

Schneider, Patente de los Estados Unidos No. 5,271,928,
Patente de los Estados Unidos No. 5,380,519 y Patente de los Estados
Unidos No. 5,531,980, divuigaron suspensiones de microburbujas, que
son esferas o glébulos huecos de gas finamente divido y se estabilizan
por surfactivos o tensioactivos.

En el caso de las patentes de microburbujas de Schneider ('928,
'519 y '980), el agente de contraste ultrasénico se divulga como compuesto
de microburbujas desprovistas de una capa limite de material alrededor de la
microburbuja de gas. De acuerdo con Schneider, estas microburbujas "sélo
estin delimitadas por una cubierta evanescente” (Patente de los Estados
Unidos No. 5,531,980, columna 1).

Las divulgaciones de microburbujas de Schneider descritas méas
arriba ('928, '519 y '980) se dirigen a métodos de elaborar agentes de
contraste ultrasénico a base de microburbujas sin referencia a una
composicion/estructura preferida de las microburbujas mismas.

Schneider, Patente de los Estados Unidos No. 5,413,774,
divulga microvesiculas que poseen una capa limite de material liposomal, las
cuales contienen, ademas, dentro de la vesicula, un gas de baja solubilidad,
como agentes de contraste ultrasoénico a base de microesferas. No obstante,
no se proporciona una descripcion de la composicion o estructura de los
microbalones: mas bien, se describen métodos de elaborar un agente de
contraste basado en estas microvesiculas o microbalones utilizando gases
seleccionados de baja solubilidad.

Los agentes de contraste descritos anteriormente se proponen
para ultrasonografia general de contraste del sistema vascular y especialmente
cardiografia.

La creacion de imagenes de drganos especificos, sistemas, u
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otras éreas del cuerpo, seria util para diagnosticar una variedad de estados
patologicos especificos. Ejemplos de ésta incluyen la creacion especifica de
imégenes de tumores, codgulos de sangre, y dreas de infeccion en una forma
dirigida. Quay, y colaboradores, Solicitud de Patente Europea EP727225
ilustra el uso de composiciones que comprenden un ligando de molécula de
adhesion celular (CAM) que se incorpora en una molécula deseada para
formar un conjugado. La CAM se incorpora en un tensioactivo o
transportador de albimina y comprende ademas un producto quimico con
presion de vapor suficientemente alta para ser una gas a la temperatura
corporal.

Unger (WO 96/40285) describe liposomas * ", que contienen
gas, los cuales pueden dirigirse a tejidos especificos en el cuerpo para
diagndstico por imédgenes o la administracion de agentes bioactivos. Estos
materiales “sefial” se componen de un gas, lipido y ligando de acceso.

La totalidad de estos materiales incluye una suspension o
emulsion de microesferas de gas (alternativamente designadas como
microburbujas) que son: 1) microburbujas libres (es decir, que no tienen una
envoltura de material fijada en la superficie de la microburbuja) estabilizadas
por tensioactivos en solucién, que producen una reduccion en la tension
superficial en la superficie de contacto gas-liquido, o 2) verdaderas vesiculas
con una capa limitrofe de material que estabiliza las microesferas de gas
como una suspension en el medio liquido. Una de las dificultades précticas
con todos estos materiales radica en que las microburbujas de gas en el rango
de tamaiio, relevante, aclisticamente activo de ~0.5um a 10pm de didmetro,
tienen una densidad diferente de la de los medios acuosos en los cuales estin
suspendidas. Por lo tanto, estas microesferas poseen una tendencia natural a
separarse répidamente (es decir, las suspensiones dt.e microburbujas se
vuelven heterdgenas). Esto requiere el uso rapido del material de contraste
luego del mezclado, antes de que ocurra la separacion de las microesferas.

En el caso de las microesferas de gas usadas como plataformas
para la administracién del medicamento (véase, Unger WO 96/40285 y Quay
EP0727225), los materiales incorporan la fraccion terapéutica en la superficie
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de la microesfera de gas mediante la absorcién quimica o fisica en la
capa limitrofe del lipido o polimero. La dificultad préctica con estos
materiales radica en que cantidades limitadas del agente terapéutico
pueden absorberse o adherirse al material de la superficie, que circunda
la microesfera de gas.

Allen y colaboradores (Patente de los Estados Unidos No.
5,620,689) divulgan un método de tratar un neoplasma de células B o
células T utilizando un agente quimioterapéutico encapsulado en
liposomas con un grupo biodireccionante en la superficie del liposoma,
unido mediante una cubierta de polietilen glicol sobre el liposoma. See
y colaboradores, WO 99/65467, divulgan un método de elaborar
liposomas llenos de medicamento, de menos de 200nm de diéme?o.
Estas divulgaciones son representativas de una extensa clase de
divulgaciones similares de administracion de medicamento en
liposomas en la literatura, todas las cuales comprenden liposomas llenos
de ligquido solos, sin un componente de microesfera de en la forma de
las composiciones MSLC provistas aqui.

Sin perjuicio del uso de tales agentes de contraste descritos
anteriormente, la ultrasonografia producida, por ejemplo, del tejido del
miocardio, puede ser de calidad relativamente baja, altamente variable y
no cuantificable.. Los resultados generales de diagnoéstico hasta la fecha
han sido en cierta medida decepcionantes. Como tales, subsiste la
necesidad de agentes mejorados utiles en ultrasonografia que mejoren
la calidad de las imagenes ultrasonicas intensificando el contraste entre
los espacios vasculares y tejidos en un cuerpo. Tales agentes de
contraste deben tener propiedades excelentes y estables de respuesta
acustica, cuando se encuentran diluidos en suspensiones acuosas.
Adicionalmente, los agentes de contraste deben exhibir flotacion y
separacién minimas de las microesferas.

Ha existido, y continlia existiendo, una necesidad de agentes
de ultrasonografia que intensifiquen la calidad y la claridad de las

imédgenes ultrasénicas mejorando el delineamiento del espacio y tejidos
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vasculares en el cuerpo humano. Ademas, se requieren mejoras en el
control de la administracién del medicamento a los sitios de patologia
para muchos medicamentos que exhiben alta toxicidad a los tejidos

normales y un indice terapéutico pobre resultante.
SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencion provee una formulacion para Ia
intensificacién del contraste de ultrasonografia y para la liberacién de
medicamentos estimulada por ultrasonido (es decir, acisticamente). La
formulacion provee suspensiones estables de microesfera de gas (es
decir, burbujas de gas finamente divididas) con propiedades excelentes y
estables de respuesta acistica cuando estdn diluidas en suspensiones
acuosas. La formulacién puede entregar un nivel més alto de
medicamento activo por microesfera llena de gas a un tejido dado, en
relacién con formulaciones conocidas, logrando asi el beneficio
terapéutico previsto de concentraciones locales elevadas de
medicamento o gen en la regién de patologia. La formulacién posee
excelentes propiedades de dispersion ultrasonicas, lo cual produce un
aumento selectivo en la sefial de retrodispersion del ultrasonido en el
espacio vascular. El aumento en la seflal de retrodispersion del
ultrasonido en el espacio vascular intensifica el contrate en relacién con
el tejido sdlido circundante. Adicionaimente, la formulacion exhibe
flotacién y separaciéon minimas de la microesfera.

La presente invencion provee una formulacién que incluye
un compuesto de liposomas de microesfera de gas (MSLC) suspendido
en un medio. El compuesto de liposomas de microesfera de gas
incluye una microesfera llena de gas; por lo menos uno de un lipido y un
tensioactivo adsorbidos en la superficie de 1a microesfera llena de gas; y
liposomas llenos de liquido unidos al lipido o tensioactivo.

La presente invencién provee ademids un método de

ultrasonografia en un paciente (por ejemplo, mamifero) necesitado de
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dicha ultrosonografia. El método incluye administrar al paciente (por
ejemplo, mamifero) una cantidad efectiva de una formulacion de la
presente invencidn; dejar un periodo suficiente de tiempo para que la
circulacion del compuesto de la microesfera llena de gas llegue al area
“sefial”; y realizar la ultrasonografia en el paciente (por ejemplo,
mamifero).

La presente invencién provee asimismo un método de tratar
cardiopatia, inflamacion, infeccion, cancer o enfermedad
tromboembélica en un paciente (por ejemplo, mamifero) necesitado de
dicho tratamiento. El método incluye administrar al paciente (por
ejemplo, mamifero) una cantidad efectiva de una formulacién de la
presente invencién, en donde uno o més de los liposomas llenos de
liquido comprende independientemente un agente terapéutico; dejar un
periodo suficiente de tiempo para que la circulacién del compuesto de
microesfera de gas llegue al drea “sefial”; y aplicar energia ultrasénica al
drea “sefial” en el paciente (por ejemplo, mamifero), suficiente para
hacer que el agente terapéutico sea liberado del compuesto de liposomas
de microesfera en la region de patologla.

La presente invencion provee igualmente un método para
preparar una formulacion de la presente invencién. El método incluye
poner en contacto una suspensién de liposomas en una solucién acuosa
que comprende por lo menos uno de un tensioactivo y un lipido; y
mezclar la suspensién con un gas que tiene una solubilidad de menos de
alrededor de 1.0% (v/v) en agua a 25°C y 1 atm, suficiente para proveer
la formulacion.

La presente invencién provee ademds un método para
preparar una formulacién de la presente invencién. El método
comprende poner en contacto una suspension de liposomas en una
solucion acuosa que incluye por lo menos un agente terapéutico y por lo
menos un tensioactivo o lipido; y mezclar la suspension de liposomas
acuosa con un gas que tiene una solubilidad de menos de alrededor de

1.0% (v/v) en agua a 25°C y 1 atm, suficiente para proveer la
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formulacion.

La presente invencidén provee también un botiquin para la
preparacion de una formulacién de la presente invencion. El botiquin
incluye un envase que comprende una solucidén acuosa, en donde la
solucién acuosa incluye por lo menos uno de un tensioactivo y un lipido,
y liposomas llenos de liquido; y un medio para introducir un gas que
tiene una solubilidad de menos de alrededor de 1.0% (v/v) en agua a
25°C y 1 atm en la solucién acuosa.

De igual modo, la presente invencion provee el uso de una
formulaciéon de la presente invencién para la manufactura de un
medicamento para tratar cardiopatia, inflamacion, infeccion, cdncer o
enfermedad tromboembodlica en un paciente (por ejemplo, mamifero)
necesitado de dicho tratamiento. La formulacién incluye un compuesto
de liposomas de microesfera de gas suspendido en un medio, en donde
el compuesto de liposomas de microesfera de gas comprende: una
microesfera llena de gas; por lo menos uno de un lipido y un
tensioactivo adsorbidos en la superficie de la microesfera llena de gas; y
liposomas llenos de liquido unidos al lipido o tensioactivo.

La presente invencion provee ademds el uso de una
formulacién de la presente invencion para la manufactura de un
medicamento para ultrasonografia en un paciente (por ejemplo,
mamifero) necesitado de dicha ultrasonografia. La formulacion incluye
un compuesto de liposomas de microesfera de gas suspendida en un
medio, en donde el compuesto de liposomas de microesfera de gas
comprende: una microesfera llena de gas; por lo menos uno de un lipido
y un tensioactivo adsorbidos en la superficie de la microesfera llena de
gas; y liposomas llenos de liquido unidos al lipido o tensioactivo.

La presente invencién provee igualmente el uso de una
formulaciéon de la presente invencion para la manufactura de un
medicamento para ultrasonografia en un paciente (por ejemplo,
mamifero) necesitado de dicha ultrasonografia. La formulacion incluye

un compuesto de liposomas de microesfera de gas suspendido en un
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medio, en donde el compuesto de liposomas de microesfera de gas
comprende: una microesfera llena de gas; por lo menos uno de un lipido
y un tensioactivo adsorbidos en la superficie de la microesfera llena de

gas; y liposomas llenos de liquido unidos al lipido o tensioactivo.
BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

FIG. 1 ilustra un liposoma lleno de gas.

FIG. 2 ilustra un compuesto monocapa de liposomas de
microesfera de gas (MSLC) de la presente invencion.

FIG. 3 ilustra un compuesto monocapa de liposomas de

microesfera de gas (MSLC) de la presente invencion.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Con referencia a las Figuras 2 y 3, la presente invencién
provee un compuesto de liposomas de microesfera de gas (MSLC) (1)
dispersado en un medio acuoso (2). El compuesto de liposomas de
microesfera de gas (MSLC) (1) incluye una microesfera llena de gas (3)
de un gas inerte apropiado (4). Un lipido (§) y/o tensioactivo (6) es
adsorbido en la superficie (12) de la microesfera llena de gas (3). Los
liposomas llenos de liquido (LFLs) (7) estan unidos al lipido (5) y/o
tensioactivo (6). Los LFLs (7) pueden incluir un agente terapéutico (8)
o agente de diagndstico (9) en el interior liquido (10) de los LFLs (7).
Adicionalmente, una fraccion de acceso (11) puede unirse a la superficie
(13) de los LFLs (7).

Como se emplea aqui, "compuesto de liposomas de microesfera
de gas (MSLC)" (1) se refiere a una microesfera llena de gas (3) que tiene por
lo menos uno de un lipido (5) y un tensioactivo (6) adsorbido en la superficie
exterior (12) de la microesfera llena de gas (3) y que tiene ademads liposomas
llenos de liquido (7) unidos al lipido (5) o tensioactivo (6).

1"
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Tal como se emplea aqui, "tensioactivo™ (6) se refiere a
cualquier material, idnico o no i6nico, que produce una reduccién en la
tension interfacial en una solucion. El término tensioactivo (6) incluye
moléculas anfifilicas de menos de alrededor de 1,000 peso molecular y
polimeros que son capaces de reducir la tensién interfacial entre una
microesfera llena de gas (3) y el medio acuoso circundante (2).

Tal como se emplea aqui, "liposoma lleno de liquido (LFL)" (7)
se refiere a liposomas que contienen un interior liquido (10) (es decir, un
liquido en el volumen intemo). Los liposomas llenos de liquido (7) pueden
ser unilaminares (14), bilaminares (15), o multilaminares (16). Los liposomas
llenos de liquido (7) se unen tipicamente al liquido adsorbido o tensioactivo
(6) en una forma continua. Cada uno de los liposomas llenos de liquido (7)
puede contener independientemente un agente terapéutico (8) o agente de
diagnéstico (9) en el interior liquido (10) del liposoma lleno de liquido (7).
Adicionalmente, cada uno de los liposomas llenos de liquido (7) pueden
contener independientemente una fraccién de acceso de alta afinidad (11)
unida a la superficie (13) del liposoma lleno de liquido (7).

Tal como se emplea aqui, "continuo” o "contiguo”, con respecto
a los liposomas llenos de liquido (7) unidos a la superficie de la microesfera
llena de gas (3) recubierta de lipido (5) o tensioactivo (6), se refiere a una
porcién significativa (por ejemplo, por lo menos alrededor de 50%) de la
superficie externa (12) de la microesfera llena de gas (3) estando cubierta con
liposomas llenos de liquido (7).

Tal como se emplea aqui, "fraccion de acceso", se refiere a una
molécula orgénica biocompatible, molécula inorganica biocompatible,
proteina, péptido, peptidomimético, polisacdrido u otra molécula que tiene
alta afinidad para un receptor, enzima, mARN o ADN. La molécula
orginica biocompatible, molécula inorgdnica biocompatible, proteina,
péptido, peptidomimético, polisacirido u otra molécula se altera en su
expresion en un sitio de patologia in-vivo relativo al tejido normal
circundante. Adicionalmente, esta fraccién de acceso esta principalmente
ligada o unida a la superficie de los liposomas llenos de liquido (7).

12
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Tal como se emplea aqui, "alta afinidad" se refiere a una
afinidad de unién de menos de alrededor de 1um, cuando se expresa
como la constante de disociacién, Kd, para la interaccion de una sola
fraccién de acceso y la diana biolégica (por ejemplo, receptor, enzima,
mARN, o ADN).

Tal como se emplea aqui, "paciente" se refiere a alguien que
estd sufriendo de una enfermedad o trastorno dado y necesitado de
tratamiento para la enfermedad o trastorno dado. Pacientes adecuados
incluyen, por ejemplo, animales. Animales adecuados incluyen, por
ejemplo, mamiferos. Los mamiferos adecuados incluyen, por ejempl-o,
humanos.

Tal como se emplea aqui, "tratar" o "tratamiento" se refiere
al tratamiento de una enfermedad o trastorno en un paciente ¢ incluye:
(i) evitar la ocurrencia de la enfermedad o trastorno en un paciente, en
particular cuando dicho paciente tiene predisposicién a la enfermedad o
trastorno, pero cuyo diagndstico ain no la registra; (ii) inhibir la
enfermedad o trastorno, es decir, detener su desarrollo; y/o (iii) aliviar la
enfermeded o trastorno, es decir, causar la regresion de la enfermedad o

trastorno.

Microesfera llena de Gas

Tal como se emplea aqui, una "microesfera llena de gas" es
una microburbuja suspendida en un medio en donde la microburbuja
tiene una forma esférica nominal, por encima de aproximadamente el
punto de congelamiento del medio y por debajo de aproximadamente el
punto de ebullicion del medio, y por encima de aproximadamente una
presion de 0 atm y por debajo de aproximadamente una presion de 5 atm
(por ejemplo, temperatura y presion estiandar).

Como se ilustra en Figura 2 y Figura 3, el compuesto de
liposomas de microesfera de gas (1) (MSLC) incluye una microesfera
llena de gas (3). Tipicamente, la microesfera llena de gas (3) es

acisticamente activa. La microesfera llena de gas (3) tiene tipicamente
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una solubilidad de menos de alrededor de 1.0% (v/v) en agua a 25°C y
1 atm. Ademds, la microesfera llena de gas (3) tiene tipgicamente un
diametro promedio de alrededor de 0.1 um a alrededor de 10 um.
Preferiblemente, la microesfera llena de gas (3) tendrd un didmetro
promedio de alrededor de 0.5um a alrededor de 10pum.

La microesfera llena de gas (3) incluirad tipicamente uno o
mas gases inertes adecuados (4). Gases inertes adecuados (4) de la
presente invencidn son bien conocidos en el campo de los agentes de
contraste ultrasénico. Gases inertes adecuados (4) utiles en la presente
invencion se divulgan, por ejemplo, en Unger, y colaboradores, (Patente de
los Estados Unidos No. 5.547.656; Patente de los Estados Unidos No.
5,527,521; Patente de los Estados Unidos No. 5.228,446; Patente de los
Estados Unidos No. 5,585,112: Patente de los Estados Unidos No. 5,769.080;
y Patente de los Estados Unidos No. 5,715.824), Quay, y colaboradores,
(Patente de los Estados Unidos No. 5.573,751 y Patente de los Estados
Unidos No. 5.558.094) y Schneider (Patente de los Estados Unidos No.
5.271,928; Patente de los Estados Unidos No. 5,380.519; y Patente de los
Estados Unidos No. 5,531,980). Estos pueden incluir gases y precursores
gaseosos (es decir, liquidos que experimentan una transicion a la fase
gaseosa bajo presién reducida o temperatura elevada). Gases inertes
preferidos (4) son de baja solubilidad en la sangre, son no reactivos, no
metabolizables y/o son atéxicos en pacientes (por ejemplo, mamiferos).
Gases inertes adecuados (4) dtiles en la presente invencién incluyen, por
ejemplo, gases de carbono perfludrico (por ejemplo (C;-Cg) carbonos
perfludricos), gases de éter perfludrico, nitrogeno, y gases nobles (por
ejemplo, helio, argén, y nedn).

Compuesto de Liposomas de Microesfera de Gas (MSLC)

El compuesto de liposomas de microesfera de gas (1) incluye
una microesfera llena de gas (3): por lo menos uno de un lipido (5) y un
tensioactivo (6) adsorbido en la superficie externa (12) de la microesfera
llena de gas (3); y liposomas llenos de liquido (7) unidos al lipido (5) o
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tensioactivo (6). El compuesto de liposomas de microesfera de gas (1)
(MSLC) tendra tipicamente un diAmetro promedio de alrededor de 0.1 ym a
alrededor de 10 um. Preferiblemente, el compuesto de liposomas de
microesfera de gas (1) tendra un didmetro promedio de alrededor de 0.2 pm a
alrededor de 4 pm. El compuesto de liposomas de microesfera de gas (1)
tendré tipicamente una densidad de alrededor de 0.90 a alrededor de 1.10 de
la densidad del medio (2). El compuesto de liposomas de microesfera de gas
(1) (MSLC) puede existir como un agregado de dos o més compuestos de
liposomas de microesfera de gas (1). El agregado tendrd tipicamente un
didgmetro de alrededor de ! um a alrededor de 100 um.

Lipido y Tensioactivo

Como se ilustra en Figura 2 y Figura 3, el compuesto de
liposomas de microesfera de gas (MSLC) (1) incluye por lo menos uno de un
lipido (5) y tensioactivo (6) adsorbido en la superficie exterior (12) de la
microesfera llena de gas (3). El lipido (5) o tensioactivo (6) puede existir
como una capa mono-molecular, una capa bi-molecular, o una capa multi-
molecular en la superficie externa (12) de la microesfera llena de gas (3). El
tensioactivo (6) se adsorbe rapidamente a la superficie exterior (12) de la
microesfera llena de gas (3) y reduce asi la tension superficial del gas inerte
de baja solubilidad (4) o gases. Adicionalmente, el tensioactivo (6) actia
como una superficie de contacto a la cual pueden adherirse los LFLs (7).

El tensioactivo (6) puede ser cualquier tensioactivo no iénico
adecuado, tensioactivo catidnico, o tensioactivo anidnico. Tensioactivos no
idnicos apropiados incluyen, por ejemplo, polietilen glicol, polipropilen
glicol, polivinilpirrolidona, alcohol polivinilico, celulosa, gelatina, goma
xantana, pectina, y dextrina. Tensioactivos catidnicos adecuados incluyen,
por ejemplo, tetraalquilamonio, tetraalquilfosfonio, o sales apropiadas de los
mismos. Tensioactivos catiénicos adecuados, por ejemplo, tetrahexilamonio,
tetradecilamonio, tetrabutilamonio, tetrahexilfosfonio, tetradecilfosfonio,
tetrabutilfosfonio, tetrafenilfosfonio, y sales adecuadas de los mismos.
Tensioactivos aniénicos apropiados incluyen, por ejemplo, alquilsulfonato,
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alquilcarboxilato, y sales apropiadas de los mismos. Tensioactivos anidnicos
adecuados incluyen, por ejemplo, dodecilsulfato, palmitilsulfato,
dodecilcarboxilato, palmitilcarboxilato, y sales apropiadas de los mismos.
Lipidos adecuados (5) incluyen, por ejemplo, fosfolipidos,
glicolipidos, triglicéridos y écidos grasos. Fosfolipidos apropiados
incluyen, por ejemplo, cloruro de dipalmitoilfosfatidili colina,
dimiristoilfosfatidil colina, dilaurioilfosfatidil colina, y dioleoilfosfatidil

colina.

Liposomas Llenos de Liquido (LFLs)

Como se ilustra en Figura 2 y Figura 3, el compuesto de
liposomas de microesfera de gas (1) (MSLC) incluye liposomas llenos de
liquido (7) (LFLs) unidos al lipido (5) o tensioactivo (6). La presencia de
liposomas llenos de liquido (7) estabiliza la microesfera llena de gas (3)
encapsulada en  tensioactivo o encapsulada de lipido.
Uno o més de los liposomas llenos de liquido (7) incluiré tipicamente liquido
del medio de suspension (2) (es decir, medio (2)). Preferiblemente, cada uno
de los liposomas llenos de liquido (7) incluird tipicamente liquido del medio
de suspension (2). La presencia de liquido del medio de suspensién (2) en el
interior liquido (10) (por ejemplo, el volumen de intervalo) de los liposomas
llenos de liquido (7) posibilita composiciones de microesfera que tienen
densidades proximas (por ejemplo, en alrededor de 20%) a la del medio de
suspension (2), minimizando asi la flotacién y/o separacién de la microesfera.

Los LFLs (7) pueden contener uno o mas medicamentos (por
ejemplo, agentes terapéuticos (8) y/o agentes de diagnostico (9)) en el
volumen interno lleno de liquido. Debido a que los LFLs (7) se unen a la
microesfera llena de gas (3) recubierta de tensioactivo o recubierta de lipido,
los LFLs (7) pueden explotar con la estimulacion de ultrasonido del gas
interno, liberando asi el uno o mas medicamentos (por ejemplo, agentes
terapéuticos (8) y/o agentes de diagndstico (9)) en un organo enfermo o
tejido. Los liposomas llenos de liquido (7), sin embargo, tienen actividad

acustica limitada por si mismos.
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Los LFLs (7) unen y estabilizan la microesfera llena de gas (3)
encapsulada por el tensioactivo o por el lipido. Esto permite MSLCs (1) que
tienen densidades proximas (por ejemplo, en alrededor de 20%) a la del
medio de suspension (2), minimizando asi la flotacion y/o separacién de la
microesfera de gas. Esto permite también suspensiones de microesfera de
gas que son relativamente uniformes en distribucién de tamafio (por ejemplo,
alrededor de 1um a alrededor de 5 pm) durante un periodo razonable de
tiempo después de la preparacion (por ejemplo, hasta alrededor de 30
minutos).

Los liposomas llenos de liquido (7) ocupan tipicamente mds de
alrededor del 50% del area superficial de la microesfera. En consecuencia,
los liposomas llenos de liquido (7) estin tipicamente unidos al lipido
absorbido (5) o tensioactivo (6) en una forma esencialmente continua. Esta
orientacion provee propiedades extraordinarias de flotacion para los MSLCs
(1), que proporciona suspensiones relativamente estables con propiedades de
respuesta acuistica excelentes y reproducibles, cuando se diluyen en
suspensiones acuosas.

El tamafio de los LFLs (7) es relativamente importante. Los
liposomas llenos de liquido (7) deben tener preferiblemente diametros que
son menos de alrededor de 10% del didmetro de la microesfera llena de gas
(3). El rango de méximo interés para la mayoria de agentes de
ultrasonografia in vivo o administracién de medicamento lo constituyen
MSLCs (1) que tienen un diametro total entre alrededor de 1 um y alrededor
de 5 pm, y estan hechos de liposomas llenos de liquido (7) de menos de
100nm de didmetro. Liposomas llenos de liquido (7) mas grandes (por
ejemplo, mayores de alrededor de 0.2 um de diametro) crean MSLCs (1) de
didmetro total que exceden el didémetro de los vasos capilares en el cuerpo.
Esto generaria una situacion de riesgo con respecto al taponamiento
capilar, asi como a la toxicidad biolégica consecuente, asociada con el
bloqueo de la microcirculacién de sangre a los tejidos. Por
consiguiente, es altamente preferible utilizar LFLs (7) de menos de
alrededor de 100nm de didmetro para crear MSLCs (1) de las
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dimensiones apropiadas para uso seguro en pacientes vivos (por

- ejemplo, mamiferos). Cada uno de los liposomas llenos de liquido (7)

tiene tipicamente un didmetro de alrededor de 10nm a alrededor de
200nm. Preferiblemente, cada uno de los liposomas llenos de liquido
(7) tendrd un didmetro de alrededor de 20nm a alrededor de 100nm.
Adicionalmente, cada uno de los liposomas llenos de liquido (7) tendrd
tipicamente un didmetro que es menos de alrededor de 10% del
didmetro de 1a microesfera llena de gas (3).

Como se ilustra en Figura 2 y Figura 3, uno o més de los
LFLs (7) pueden incluir uno o méds medicamentos adecuados (por
ejemplo, agentes terapéuticos (9) y/o agentes de diagndstico (9)) en el
volumen interno lleno de liquido. Cada uno de los liposomas llenos de
liquido (7) puede incluir independientemente uno o més medicamentos
(por ejemplo, agentes terapéuticos (8) y/o agentes de diagnostico (9)) en
el interior liquido (10) de los liposomas llenos de liquido (7). Los LFLs
(7), cuando se unen a la superficie de la microesfera llena de gas (3)
cubierta de tensioactivo o cubierta de lipido, pueden hacerse explotar
con la estimulacién de ultrasonido y liberar el uno o mas medicamentos
terapéuticos (por ejemplo, agentes terapéuticos (8)) en un drgano
enfermo o tejido en una forma localizada y concentrada. El ultrasonido
de energia elevada es generalmente capaz de hacer que la microesfera
llena de gas (3) se expanda y contraiga rapidamente, lo cual lleva
eventualmente a la ruptura de la burbuja de gas. La energia ultrasonica
capturada por la microesfera llena de gas (3) hard que el MSLC (1) se
fragmente y rompa, a su vez, liberando el uno o mds medicamentos (por
ejemplo, agentes terapéuticos (8)) contenidos en el interior de los LFLs
(7) unidos a la superficie del MSLC (1).

Clases apropiadas de agentes terapéuticos (8) comprenden,
por ejemplo, anticoagulantes, tromboliticos, agentes antineopldsicos, y
agentes anti-inflamatorios. Se divulgan agentes terapéuticos
especificos adecuados (8), por ejemplo, en (PCT/US99/13682), e

incluyen, por ejemplo, doxorubicina, ciclofosfamida, adriamicina,
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metotrexato, gemcitabina, navelbina, cisplatino, activador de
plasmindgeno tisular, integrelina, roxifiban, metotrexato y enbrel. En
una incorporacion preferida de la presente invencion para liberacion de
medicamento estimulada por ultrasonido, los MSLCs (1) incluyen tanto
fracciones de acceso de alta afinidad (11) y medicamentos terapéuticos
(por ejemplo, agentes terapéuticos (8)) en la solucién de los LFLs (7),
con el fin de maximizar el indice terapéutico y la cantidad de
medicamento administrado por la microburbuja de gas.

Clases adecuadas de agentes de diagnésticos (9) incluyen,
por ejemplo, agentes de contraste de rayos X y agentes de contraste
MRI. Agentes de diagndstico idéneos (9) incluyen, por ejemplo,
agentes de contraste de rayos X no iénicos, yodados, agentes de
contraste de rayos X ionicos, yodados, agentes de contraste MRI que
contienen gadolinio, agentes de contraste MRI que contienen hierro, y
agentes de contraste MRI que contienen manganeso.

El uso de agentes de diagnésticos (9) en los LFLs permitiran
lograr la intensificacion de la ultrasonografia (por ejemplo,
retrodispersion} y los rayos X o la intensificacion de la imagen MRI con
una composicion MSLC.

Para administraciéon “sefial” de uno o mas medicamentos
(por ejemplo, agentes terapéuticos (8) y/o agentes de diagndstico (9)) a
una condicidn patologica seleccionada, los LFLs (7) de la presente
invencién pueden derivarse con una fraccion de acceso (11), de alta
afinidad, que se enlaza covalentemente o se adsorbe sobre la superficie
(13) de los LFLs (7). Como tales, los liposomas llenos de liquido (7)
pueden tener tipicamente una o mas fracciones de acceso adecuadas
(11), de alta afinidad, unidas a la superficie (13) de los liposomas llenos
de liquido (7). Esto provee LFLs (7) que son capaces de proporcionar
intensificacién de contraste ultrasonico a sitios de patologia in vivo.
Esto se realiza proporcionando ligandos en los LFLs (7) que tienen alta
afinidad para receptores, enzimas, mARN, o ADN que se sobreexpresan

o alteran en células disfuncionales en sitios de enfermedades.
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Alternativamente, estas fracciones de acceso (11) unidas a los LFLs (7)

pueden adherirse a receptores de tejido normal para el diagnéstico

selectivo por imagenes de tejidos normales, en contraste con la ausencia

de intensificacion acustica del tejido enfermo adyacente que carece del

receptor que se estd tomando como objetivo por los LFLs (7). Uno o

més de los LFLs (7) pueden incluir, en el medio liquido interior (10),

uno o més agentes de diagnéstico apropiados (9) del medio de

suspensidn (2).

Anteriormente se han divulgado fracciones de acceso
idéneas de alta afinidad (11), que pueden incorporarse en la superficie
(13) de los LFLs (7) para dirigir el MSLC (1) a sitios especificos de
patologfa. Véase, por ejemplo, Unger (PCT/US96/09938), Allen

\Q (Patente de los Estados Unidos No. 5,620,689) y Quay (EP 0727225),
que aportan muchos ejemplos de las fracciones de acceso bioldgicas que
pueden incorporarse en componentes tensioactivos (6) o lipidos (5) de
agentes de ultrasonografia, dirigidos o composiciones de administracion
de medicamento. Entre éstos se encuentran anticuerpos especificos de
tumores, péptidos especificos de receptor y peptidomiméticos tales
como moléculas de adhesién celular, y similares.

Fracciones de acceso especificas adecuadas (11) incluyen,

por ejemplo, 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamino-ciclo{Arg-

» Gly-Asp-D-Phe-Lys)-dodecanoato; DPPE-PEGse-ciclo(Arg-Gly-Asp-
D-Phe-Lys)-dodecanoato; 1-(1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-
fosfoetanolamino)-a,w-dicarbonil PEGj4p0-2-{[7-(N-

hidroxicarbamoil)(3S,6R,78)-4-aza-6-(2-metilpropil)-1 1 -oxa-5-
oxobiciclo[10.2.2]hexadeca-1(15), 12(16), 13-trien-3-ilJcarbonilamino}-
N-(3-aminopropil)acetamida; y 1-(1,2-dipalmitoil-s»#-glicero-3-
fosfoetanolamino)-a,w-dicarbonil PEG;400-[7-(N-
hidroxicarbamoil)(3S,6R,7S)-4-aza-6-(2-metilpropil)-11-oxa-5-
oxobiciclo[10.2.2]hexadeca-1(15), 12(16), 13-trien-3-il]-N-{[4-
(aminometil)fenil]metil }carboxamida.

Los liposomas llenos de liquido (7) usados en la presente
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invencion son bien conocidos en el arte. Entre los materiales preferidos
para elaborar liposomas para uso en la presente invencion se encuentran
fosfolipidos que pueden ser catiénicos, anidnicos o iénicos dipolares en
naturaleza, y pueden usarse en mezclas. Existen muchas fuentes sobre
la composicion y preparacion de liposomas. Por ejemplo, véase New
(R.R.C. New, editor, Liposomes, a practical approach, Oxford
University Press, Oxford, UK, 1990), Tyrrell ("New Aspects of
Liposomes", D. A. Tyrrell, T. D. Heath, C. M. Colley & B. E. Ryman,
Biochimica & Biophysica Acta. 457 (1976), 259-302), Schneider
(Patente de los Estados Unidos No. 4,224,179), Woodle (MC Woodle
and D. Papahadjopoulos, Methods in Enzymology 171, 193, 1989). En
particular, Papahajopoulos (Patente de los Estados Unidos No
4,235,871) ha descrito métodos para formar LFLs que comprenden

agentes terapéuticos.

Control de Distribucién del Tamafio Medio y Estabilidad del MSLC
El tamafio y la estabilidad de los MSLCs puede

controlarse a través de varios pardmetros, por ejemplo,
concentracion del lipido en solucién; el didmetro de los LFLs; el
peso molecular del tensioactivo de polimero, por ejemplo, polietilen glicol
(PEG), incluido en la composicién; y la concentracién del polimero
usado.

1. Laconcentracién de los fosfolipidos en solucién

La variacion de la concentracion de lipido controlard la
distribucién del tamafio y la estabilidad del liposoma lleno de liquido y esto,
a2 su vez, ajustard el tamafio del MSLC que se forma y estabiliza en
suspensién. El tamafio medio de los MSLCs estabilizados en suspensidn es
directamente proporcional a la concentracion y el tamafio de los LFLs
iniciales. Puesto que el nimero y tamaifio de los LFLs depende de la cantidad
de lipido (por ejemplo, fosfolipido) disponible, la concentracion de lipido
inicial afectard directamente el nimero y el tamafio de la distribucion del
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MSLC que se estabiliza en suspension.

2 El didmetro del LFL

Independiente de la concentracion de lipido (por ejemplo,
fosfolipido), el tamafio de los MSLCs en suspension puede variarse
modificando el tamafio del LFL por medios fisicos. El tamafio del LFL
puede variarse por métodos tales como extrusion o ultrasonicacion, que son
bien conocidos en la ciencias de los liposomas (véase, por ejemplo, R.R.C.
New, editor, Liposomes, a practical approach, Oxford University Press,
Oxford, UK, 1990). Como se describe anteriormente, la variacién del
tamafio del LFL resultard en la variacién de las distribuciones del tamafio de
los MSLCs (es decir, LFLs més pequefios en el rango de tamarfio de menos de
alrededor de 100nm producirin MSLCs mds pequefios en el rango de menos
de alrededor de 10um).

3. El peso molecular del tensioactivo usado en la composicién

El peso molecular del tensioactivo polimérico (iénico o no
iénico) en la preparacion puede usarse para afectar el didmetro promedio de
los MSLCs formados. Por ejemplo, un peso molecular mds alto de
polietilen glicol (PEG), enlazado covalentemente a ofros
componentes/lipidos de la composicién o afiadidos como PEG libre en
solucién, puede usarse para estabilizar MSLCs de mayor tamafio, que
contienen microburbuja gaseosa, una vez se introduce el gas en el sistema.
Por ejemplo, variando el peso molecular del PEG de 500 a 10.000,
puede ajustarse el diametro del MSLC.

4. Concentracion del polimero

El tamafio del MSLC puede controlarse variando la
concentracién del tensioactivo polimero en la suspension liposomal. Un
aumento en la concentracion del polimero en la composicidén resulta
tipicamente en un incremento en el tamafio medio y/o concentracién de

los MSLCs en suspension.

2
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Preparaciéon de Compuestos de liposomas de microesfera de gas
Los compuestos de liposomas de microesfera de gas

(MSLCs) descritos aqui pueden prepararse mezclando un gas de baja
solubilidad acuosa con una solucion acuosa, que contenga un
tensioactivo y liposomas llenos de liquido en suspensién. Esto puede
lograrse por mezclado mecénico, ultrasonicaciébn o inyeccién a alta
velocidad del gas en el liquido que contiene el tensioactivo y los LFLs.

Para formar los LFLs iniciales, pueden suspenderse
fosfolipidos en una solucién acuosa espesa, la cual puede incluir
ademads un material surfactivo, asi como componentes no acuosos, tales
como glicerol o propilen glicol, o coadyuvantes en suspensién tales
como polisacdridos, proteinas o polimeros sintéticos, con la condicién
que dichos componentes sean parenteralmente aceptables (es decir, no
toxicos). Métodos para preparar los LFLs usados en la presente
invencion para preparacién de MSLCs se han descrito previamente por
Woodle (M.C. Woodle and D. Papahadjopoulos, Methods in
Enzymology 171, 193, 1989).

Si se desea el biodireccionamiento del MSLC, entonces los
LFLs pueden tener la fraccion de acceso, de alta afinidad, enlazada
covalentemente o adsorbida a la superficie del liposoma lleno de
liquido. Las fracciones de acceso pueden adsorberse 2 la superficie del
MSLC o, més preferiblemente, unirse covalentemente al LFL como un
éster fosfolipido o unirse a un componente PEG del MSLC (véase Allen
Patente de los Estados Unidos No. 5,620,689). En el caso de MSLCs
para liberacion de medicamento estimulada por ultrasonido, los LFLs
pueden prepararse para incluir un agente terapéutico en el volumen de
liquido interior de los liposomas, preparando los liposomas en un medio
acuoso, que contenga tensioactivo que incluya el medicamento, seguido por
mezclado o sonicado del medio con un gas inerte apropiado.

El control del didmetro del LFL en el rango de tamafio de menos
de alrededor de 100nm es importante para formar y estabilizar MSLCs del

v\
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rango de tamafio deseado (por ejemplo, mayor de alrededor de 0.5 ym y
menos de alrededor de 10 pm de didmetro) para ultrasonografia y liberacion de
medicamento estimulada por ultrasonido. En la literatura se han descrito
métodos para controlar el tamafio de los LFLs (véase, por ejemplo, R.R.C.
New, editor, Liposomes, a practical approach, Oxford University Press,
Oxford, UK, 1990, paginas 36-85). Son particularmente efectivas técnicas
de microfluidizacion para elaborar LFLs del tamafio deseado como se
describe en Cook, y colaboradores, (Patente de los Estados Unidos No.
4,533.254).

Prueba de Estructura

Para demostrar la existencia de esta novedosa estructura
(designada como compuesto de liposomas de microesfera de gas (MSLC)), el
sistema de liposomas descrito en Ejemplo 1 se preparé y analizé usando
cuatro técnicas, Microscopia Optica, Microscopia Electronica de
Transmision, Sondeo de Fluorescencia y Microsco_pia de Rayos X Suaves.
Estas técnicas proporcionan informacién sobre la macrostructura (mayor de
alrededor de 1 um en tamafio), microstructura (10 nm a ~1000nm), y el

microambiente del sistema quimico (al nivel molecular).

Microscopia Optica

La Microscopfa Optica permite la determinacion del tamafio y
forma de un objeto en el rango de micrones. Por lo tanto, una composicién
MSLC con un didmetro en el rango de alrededor de 1 a alrededor de 10 pm
es visible usando un microscopio 1000X, y tendri un tamaiio de aumento de
alrededor de 1 a alrededor de 10 mm de didmetro. La Microscopia Optica se
realizd para mostrar que los MSLCs son esféricos en su forma, y estdn
presentes en el rango de tamafio alrededor de 1 a alrededor de 10 um de
didmetro.

Después de la preparacion de la suspension MSLC (por
ejemplo, como se describe en Ejemplo 1), alrededor de 0.5 mL se retiran

lentamente de la ampolla usando una jeringa (jeringa B-D 5 cc y guia de
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precision 22 1/2 G aguja: 0.70 mm x 40 mm). La muestra se puso en un
porta-objeto de Gota Oscilante (18 mm didmetro: 0.5 mm de
profundidad) y cubierta con una cubreplaca. Luego se puso una gota de
aceite para microscopio en la cubreplaca. La muestra se examino con
un Microscopio Olympus BHA-P, equipado con un ocular 10X y un
Objetivo 100X Acromético de Inmersién en Aceite, que dio un
aumento general de 1000X. La imagen resultante mostré6 objetos
esféricos que variaban de tamaiio desde menos de I um a més de 10
pm. Los MSLCs llenos de gas de mas de aproximadamente 2 um de
didmetro parecen ser agregados de unidades MSLC primarias de tamafio

mas pequeiio.

Microscopia Electronica
La presencia de los LFLs en la superficie de los MSLCs se

demostré usando microscopia electronica de transmision (TEM). La
microscopia electronica de transmision usa un rayo de electrones para
iluminar un espécimen. El rayo de electrones se opera con alto vacio, y
puede aumentar hasta 1,000,000X. Tanto el alto vacio como el rayo de
electrones pueden ser nocivos a los sistemas que se estin estudiando.
Por consiguiente, con el fin de examinar muchas muestras, éstas tienen
que ser delgadas, secas y contener usualmente un tinte de contraste.

Una técnica para examinar estructuras de liposomas es la
tincién negativa. La tinciéon negativa intensifica la imagen de una
estructura rodeando o incorporando el espécimen en un material denso
de electrones. La muestra se examina bajo TEM usando écido
fosfotingstico (PTA) como tinte, antes del mezclado del gas y el
sistema acuoso que contiene la mezcla tensioactivo-liposoma, asi como
después del mezclado para demostrar la formacién del MSLC.

Para el sistema tensioactivo-LFL antes de mezclar con el gas
(la muestra "inactivada"), seis gotas del sistema pre-activado se agregan
a 1 ml de 0.3% tinte PTA y se agité suavemente. La mezcla se dejo

reposar durante 5 minutos sin alteracién, y luego se aplicé una gota de
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la mezcla a la placa de la rejilla. La rejilla se secé con aire sobre un
pedazo de papel de filtro durante 30 minutos, antes de pasarla a la caja
portadora de la rejilla para el estudio TEM.

Para la muestra MSLC (luego de mezclar con el gas), se agregé
una gota a 1 mL de 0.3% tinte PTA y se mezcl6 suavemente. Entonces se
aplicd una gota de la solucion a la rejilla. Se retird el exceso de solucion
mediante absorcion capilar y secamiento con aire.

Las imagenes TEM muestran que la composicion, antes de
mezclar con un gas carbono perfluérico, contiene liposomas de alrededor de
50nm a alrededor de 100nm. Las imagenes TEM de la suspension MSLC
post-mezclado (luego de mezclar con un gas carbono perfluérico) muestran
MSLCs de alrededor de 300 nm a alrededor de 1000nm, que incluyen el
espacio vacio de una microesfera lleno de gas, con una envoltura de lipido o
tensioactivo que tiene unidades de liposomas de alrededor de 50nm a
alrededor de 100nm a lo largo de la superficie.

Analisis de Fluorescencia

Se emplearon experimentos de sonda fluorescente para estudiar
las propiedades quimicas generales de un sistema de liposomas. Una sonda
fluorescente es un fluoréforo, tipicamente pireno, que se localiza en una
region especifica de un liposoma y responde a un foton de energia
produciendo una emision de fluorescencia. Esta emision puede usarse para
determinar el microambiente (micropolaridad) y la concentracién localizada
del fluoréforo en el sistema.

Para este experimento, se inyectd pireno en ampollas de medio
de control (solucion sin tensioactivo o liposomas Ilenos de liquido), ampollas
de tensioactivo y liposomas llenos de liquido (antes de mezclar con un gas de
carbono perfluérico) y en ampollas que contenian MSLCs en suspension
(después del mezclado a alta velocidad de la composicion con propano
perfluérico) para comparar los espectros de fluorescencia del pireno. El
medio de control que se usd consistia en una mezcla de 80% solucion de
cloruro de sodio (9% NaCl), 10% propilen glicol y 10% pglicerol. La
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suspensiéon MSLC se preparé como se describe en Ejemplo 1.

Los resultados del estudio mostraron que la polaridad
microambiental del pireno en el medio de control era consistente con el
pireno que se estaba disolviendo en un ambiente puramente acuoso. La
polaridad microambiental del pireno en el sistema tensioactivo/liposoma
lleno de liquido (antes del mezclado del gas) fue consistente con el pireno
que se estaba disolviendo en la membrana de lipido de los LFLs. Luego del
mezclado mecanico a alta velocidad del gas de carbono perfludrico con el
sistema tensioactivo/liposoma lleno de liquido, se evidencié que la
concentracion local del pireno aumenté de una manera consistente con la
presencia de un sistema agregado de liposoma, similar a la estructura

MSLC observada en el experimento TEM.

Microscopia de Rayos X Suaves
Rayos X suaves son rayos X con una energia de alrededor

de 100 a alrededor de 1000 eV. Estas energias se acoplan bien a los
bordes de absorcién de la envoltura K de atomos de Z bajo, como
carbono y oxigeno, o bordes de la envoltura L. de 4tomos como calcio.
La longitud de onda de estos rayos X estd en el rango de 1 a 10 nm,
mientras que la de aquellos de luz visible es 350-700 nm. Esto hace
posible una radiografia de muy alta resolucion. La microscopia de
rayos X suaves proporciona alta resolucién a la vez que evita la
destrucciéon de la muestra; los rayos X tienen efectos minimos sobre la
muestra.

Suspensiones MSLC se estudiaron usando esta técnica de
microscopia de rayos X suaves. La muestra se preparé entre dos
membranas de nitruro de silicona. Las membranas tienen un espesor de
100nm y un tamafio de 3mm x 3mm en un marco de silicona de 9mm x
9mm de 200 micrones de espesor. Luego de montar una membrana a
cada lado de la celda himeda, se utilizO una jeringa para poner una
goticula muy pequefia (menos de alrededor de 5 pL, pero sin un

volumen definido) del material MSLC en una de las membranas. Para

A
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estos experimentos no hay dilucion o pretratamiento de la muestra. A
continuacion, se unieron las dos partes de la celda himeda y se
apretaron con tornillos. El espesor de la capa de la muestra entre las
dos membranas se verificO con un microscopio de luz visible. Si el
espesor de la capa no era el apropiado, se ajustaban los tornillos para
obtener el espesor correcto. Se puso una pequefia goticula de agua en la
ranura del reservorio de la celda hiimeda para evitar la evaporacion de la
muestra. La ranura del reservorio se sellé6 con un pedazo pequefio de
cinta y luego se monto la celda himeda en el microscopio.

Los resultados de la microscopia de rayos X mostraron que
el sistema, luego del mezclado a alta velocidad con gas de propano
perfludrico, contenia MSLCs de alrededor de 300nm a alrededor de
500nm con unidades de liposomas llenos de liquido de alrededor de
50nm a alrededor de 100nm, esencialmente a lo largo de toda la superfice
limitrofe.

Los MSLCs pueden usarse como agentes de contraste
ultrasénico de propdsito miiltiple para uso ultrasénico de diagndstico.
Pueden modificarse ademds para contener fracciones biol6gicas de acceso,
enlazadas o absorbidas a los liposomas llenos de liquido en la superficie del
MSLC, para proporcionar localizacion selectiva de los MSLCs en el cuerpo.
Los MSLCs biolégicamente tomados como objetivo son ltiles para
ultrasonografia de contraste “sefial” de procesos patolégicos especificos.
Adicionalmente, estos MSLCs biol6gicamente tomados como objetivo
pueden utilizarse para administracion localizada de medicamentos, que se
encapsulan dentro de los liposomas llenos de liquido y se liberan con la
exposicion de los MSLCs a energia ultrasdnica in vivo.

La formulacion puede administrarse intravenosa o
intraperitonealmente por infusion o inyeccion. Las soluciones de la
formulacién pueden prepararse en agua, mezcladas en forma opcional con un
tensioactivo atoxico. Las dispersiones pueden prepararse en soluciones
acuosas que contengan glicerol, polietilen glicoles liquidos, u otros
diluyentes parenterales apropiados.
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Las presentaciones farmacéuticas aptas para inyeccién o infusion
pueden incluir soluciones acuosas estériles o dispersiones o polvos estériles
que comprenden la formulacién, los cuales se adaptan para la preparacién
extemporanea de soluciones inyectables o infusionables estériles o
dispersiones, opcionalmente encapsuladas en liposomas. En todos los casos,
la presentacion farmacéutica Gltima debe ser estéril, fluida y estable bajo las
condiciones de manufactura y almacenamiento. El transportador liquido o
vehiculo es un diluyente farmacéuticamente aceptable, tal como una mezcla
de agua, etanol, un poliol (por ejemplo, glicerol, propilen glicol, polietilen
glicoles liquidos), y similares. La fluidez apropiada puede mantenerse, por
ejemplo, por la formacion de liposomas, por €l mantenimiento del tamafio de
particula requerido en el caso de dispersiones o por el uso de tensioactivos.
En muchos casos, serd preferible incluir agentes isotdnicos, por ejemplo,
aziicares, tampones o cloruro de sodio. La suspension prolongada de las
composiciones inyectables puede conseguirse mediante el uso de agentes
tales como gelatina, celulosa, polivinil pirrolidona o coadyuvantes de
suspension similares.

Soluciones inyectables estériles se preparan incorporando los
ingredientes requeridos ya enumerados, seguidos por esterilizacion de filtrado.
Cuando se emplean polvos estériles para la preparacion de soluciones
inyectables estériles, los métodos preferidos de preparacion son las técnicas
de secamiento por vacio y secamiento por congelamiento, que producen
un polvo del ingrediente(s) activo(s) més cualquier ingrediente adicional
deseado presente en las soluciones previamente estériles-filtradas.

Los compuestos de liposomas de microesfera (MSLCs) se
inyectan a un paciente 0 humano como una suspension que contiene
aproximadamente 10° a 10° compuestos de liposomas de microesfera en
un medio principalmente acuoso. Luego de dejar tiempo suficiente para
que los MSLCs circulen por todo el cuerpo, se utiliza una méquina de
ultrasonografia (tal como se emplea rutinariamente en la préctica clinica)
para radiografiar o (con energias méds elevadas o pulsos de insonacién

repetidos) romper los MSLCs para liberar un medicamento terapéutico
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en el sitio de enfermedad o en un drgano de interés, por ejemplo, el
corazon, o en tumores, o en sitios de inflamacion.

La capacidad de una formulacién de la invencién para actuar
como agente de contraste para la generacion de imigenes puede
determinarse usando modelos farmacologicos, que son bien conocidos
en el campo. Por ejemplo, véase Villanueva y colaboradores
(Villanueva, F.S., Glasheen, W.P., Sklenar, J., Kaul, S. Circulation, 88,
596-604 (1993)).

La capacidad de una formulacién de la invencion para actuar

como agente terapéutico puede determinarse usando modelos
farmacolégicos que son bien conocidos en el campo. Véase, por
ejemplo, Unger (PCT/US961/09938) (WO96/40285).

La invencién se ilustrard ahora por los siguientes Ejemplos

no limitantes.

Preparacion de Agente de Contraste MSLC para Diagnéstico de

Propésito General

Ejemplo 1

Se preparé una solucién salina de glicerol (100 ml) que
incluia glicerol (10 ml) y NaCl (680 + 2 mg) en agua (a un volumen
final de 100 ml). DPPC (dipalmitoil fosfatidil colina) (40.0 mg),
MPEGS500 DPPE (dipalmitoil fosfatidil etanolamina) (30.0 mg), y
DPPA (4.5 mg) se mezclaron con propilen glicol (10 ml) en un matraz
aforado de 100 ml, el cual se puso en un bafio de agua caliente (70°C) y
se sonicd durante 15 minutos hasta que la solucion se aclaré. A
continuacién se agregoé la solucién salina/glicerol para llevar la mezcla a
un volumen final de 100 ml, y se mezclé bien la suspensién. La
suspension (1.6 ml) se transfiri6 a una ampolla de vidrio de borosilicato de
2 ml. EIl espacio de cabeza se purgd con gas propano perfludrico, y la
ampolla se tapon6 y se sell6. El tapén era West Gray V 50 lyo 13 mm,

formulacién elastomérica 4416/50. El sello era un sello de aluminio “flip
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off”. La ampolla que contenia la suspensién de lipido se agité durante 45
segundos usando el IONOS lonomix®. Luego de agitar, la suspensién se

torné de color blanco lechoso.

Preparacibn de Material MSLC para Diagnéstico Biologicamente
Direccionado

Ejemplos 2 y 3 describen la sintesis agentes ultrasonicos de
contraste de la presente invencién, que comprenden fracciones de acceso para

neovasculatura tumoral, que son antagonistas avf3.

Ejemplo 2
Parte A. Sintesis de 1.2-dipalmitoil-s»-glicero-3-fosfoetanolamino-cicl -

Giv-Asp-D-Phe-Lys)}-Dodecanoato Conjugado

Disuccinimidil dodecanoato (0.424 g, 1 mmol); 1,2-dipalmitoil-
sn-glicero-3-fosfoetanolamina (DPPE) (1.489 g, 1 mmol); y sal ciclo(Arg-
Gly-Asp-D-Phe-Lys) TFA (0.831 g, 1 mmol) (véase U.S. Serial No.
09/281,474 para la sintesis esta fraccion de acceso peptidica ciclica, método
que se incorpora aqui por referencia) se disuelven en cloroformo (25 ml)
mientras se agita (S min). Se agregan carbonato de sodio (1 mmol) y sulfato
de sodio (1 mmol) y se agita la solucién a temperatura ambiente bajo
nitrégeno (18 h). Se retira cloroformo in vacuo y el compuesto del
titulo se purifica de la mezcia de producto crudo por HPLC preparativa o

recristalizacion.

Parte B. Preparaciéon de Composicion de Agente de Contraste

3
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El 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamino-ciclo(Arg-
Gly-Asp-D-Phe-Lys)-dodecanoato conjugado se mezcla con tres otros
lipidos — acido 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfotidico; 1,2-dipalmitoil-
sn-glicero-3-fosfatidilcolina; y N-(metoxipolietilen glicol 5000
carbamoil)-1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfatidiletanolamina - en
cantidades relativas de 2: 4: 54: 40 en peso. En una ampolla de vidrio
de 2 cc se prepara una suspension acuosa que contiene esta mezcla de
lipido (1 mg/mL), cloruro de sodio (7 mg/mL), glicerina (0.1 mL/mL), y
propilen glicol (0.1 mL/mL), a pH 6-7. El aire en la ampolla se evacia
y reemplaza con propano perfluérico, y la ampolla se sella. La
suspension se agita en la ampolla sellada en un amalgamador dental
durante 30-45 segundos para formar una solucion de color blanco
lechoso, que es apta para uso como agente de contraste ultrasonico para

radiografiar vasos angiogénicos.

Ejemplo 3
Parte A. Preparacién de w-amino-PEG m—ciclo{A:g-Glx. -Asp-D-Phe-
Lys):

Se agrega trietilamina (3 mmol) a una solucién de N-Boc-
PEG;400-sucinimidil éster (1 mmol) y ciclo(Arg-Gly-Asp-D-Phe-Lys) (1
mmol) en dimetilformamida (DMF) (25 mL). La mezcla de reaccion se
agita bajo nitr6geno a temperatura ambiente durante la noche, y el
solvente se retira in vacuo. El producto crudo se disuelve en acido

trifluoroacético/diclorometano (1:1 vol/vol) y se agita durante 4 h. Los
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volétiles se retiran y el compuesto del titulo se aisla como la sal TFA

mediante trituracién con éter dietilico.

Parte B. Preparacion de DPPE-PEGsyoq-ciclo{ Arg-Gly-Asp-D-Phe-
Lys)-Dodecanoato Conjugado:

Disuccinimidil dodecanoato (I mmol), 1,2-dipalmitoil-
sn-glicero-3-fosfoetanolamina (DPPE) (1 mmol), y sal w-amino-
PEGasqp0-ciclo(Arg-Gly-Asp-D-Phe-Lys) TFA (1 mmol) se disuelven
en cloroformo (25 ml) mientras se agitan durante 5 min. Se agregan
carbonato de sodio (1 mmol) y sulfato de sodio (1 mmol) y se agita
la solucién a temperatura ambiente bajo nitrogeno durante 18 horas.
Se retira DMF in vacuo y el compuesto del titulo se purifica de la

mezcla de producto crudo por HPLC preparativa o recristalizacion.

Parte C. Preparacion de la Composicién del Agente de Contraste:

El DPPE-PEGsygo-ciclo(Arg-Gly-Asp-D-Phe-Lys)-
dodecanoato conjugado se mezcla con tres otros lipidos — 4cido 1,2-
dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfotidico; 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-
fosfatidilcolina; y N-(metoxipolietilen glicol 5000 carbamoil)-1,2-
dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfatidiletanolamina — en cantidades relativas
de 1: 6: 54: 41 en peso. A continuacidn se prepara una suspension
acuosa, que contiene esta mezcla de lipido (1 mg/mL), cloruro de sodio
(7 mg/mL), glicerina (0.1 mL/mL), y propilen glicol (0.1 mL/mL), a pH

6-7, en una ampolla de vidrio de 2 cc. El aire en la ampolla se evacia
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y reemplaza con propano perfludrico, y la ampolla se sella. La
suspension se agita en la ampolla sellada en un amalgamador dental
durante 30-45 segundos para formar una suspension de color blanco
lechoso, que es apta para uso como un agente de contraste ultrasénico.
Los siguientes ejemplos, Ejemplos 4 y 5, describen la
sintesis de agentes de contraste ultrasénico de la presente invencién,
compuestos de fracciones de acceso para inhibidores de metaloproteinasa
de matriz. Estos materiales son (tiles para apuntar los MSLCs a los
sitios de degradacién de matriz extracelular, que estin presentes en
tumores, placas ateroscleréticas, y degeneracion de tejido cardiaco en
CHF (Insuficiencia Cardiaca Congestiva). Estas composiciones son
utiles para enviar los MSLCs acisticamente activos a los sitios de
enfermedad para la ultrasonografia selectiva de estas patologias.
Alternativamente, como se describe en Ejemplos 8 y 9, las
composiciones pueden prepararse con agentes terapéuticos en el interior
de los LFLs unidos a los MSLCs, que son itiles para liberacién de
medicamento estimulada por ultrasonido en un sitio especifico de

enfermedad.

Ejemplo 4

Sintesis __de 1-(1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamino)-a.®-
N-hidroxicarbamoil){3S.6R.7S

3

A una solucidon de succinimidil éster DSPE-PEG-NHS éster
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(Shearwater Polimers, Huntsville, Alabama) (1 mmol) en cloroformo (25 ml)
se agrega sal 2-{[7-(N-hidroxicarbamoil) (3S,6R,7S)-4-aza-6-(2-metilpropil)-
1 1-oxa-5-oxobiciclo[10.2.2]Thexadeca-1(15), 12(16), 13-trien-3-il]
carbonilamino}-N-(3-aminopropil)acetamida TFA (1 mmol) (véase U.S.
Serial No. 60/182,627 para sintesis de esta fraccién de acceso). Se agregan
carbonato de sodio (1 mmol) y sulfato de sodio (I mmol) y se agit6 la
solucién a temperatura ambiente bajo nitrégeno durante 18 horas. El solvente
se retira in vacuo y el compuesto del titulo se purifica de la mezcla de

producto crudo por HPLC preparativa.

Preparacién de Composicién de Agente de Contraste:

El 1<(1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamino)-a,w-
dicarbonilPEGi;400-2- { [7{N-hidroxicarbamoil)(3S,6R, 7S )-4-aza-6-(2- .
metilpropil)-1 1-oxa-5-oxobiciclo[10.2.2]hexadeca-1(15),12(16),13-trien-3-
il]carbonilamino}-N-(3-aminopropil)acetamida conjugado se mezcla con
otros tres fosfolipidos — dcido 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfotidico; 1,2-
dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina; y N-(metoxipolietilen glicol 5000
carbamoil)- 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfatidiletanolamina — en una
relacion de 1: 6: 54: 41 en peso. Se prepara en una ampolla de vidrio de 2
cc una suspension acuosa, que contiene esta mezcla de lipido (1 mg/mL),
cloruro de sodio (7 mg/mL), glicerina (0. mL/mL), y propilen glicol (0.1
mL/mL), a pH 6-7. El aire en la ampolla se evacia y reemplaza con butano
perfludrico, y la ampolla se sella. La suspensién se agita en la ampolla
sellada en un amalgamador dental durante 30-45 segundos para formar una
suspension blanca lechosa de los MSLCs dirigidos a metaloproteinasas de
matriz. La suspensién es apropiada para uso como agente de contraste
ultrasénico.

Ejemplo §
Sintesis de conjugado  de 1-(1.2-dipalmitoil-sn-glicero-3-

fosfoetanolamino)-a,m-dicarbonilPEG;490-[ 7-(N-hidroxicarbamoil)

il)-11-oxa-5-oxobiciclo[10.2.2]hexadeca-
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A una solucion de succinimidil éster DSPE-PEG-NHS éster (Shearwater
Polimers, Huntsville, Alabama) (1 mmol) en cloroformo (25 ml), se
agrega sal [7-(N-hidroxicarbamoil)(3S,6R,7S)-4-aza-6-(2-metilpropil)-
1 1-oxa-5-oxobiciclo[10.2.2]hexadeca-1(15),12(16),13-trien-3-il}-N-

{[4-(aminometil)fenil]metil }carboxamida TFA (1 mmol) (véase U.S.
Serial No. 60/182,627 para la sintesis de esta fraccién de acceso MMP).
Se agregan carbonato de sodio (1 mmol) y sulfato de sodio (1 mmol) y
la solucién se agita a temperatura ambiente bajo nitrogeno durante 18
horas. El solvente se retira in vacuo y el compuesto del titulo se

purifica de la mezcla de producto crudo por HPLC preparativa.

Preparacion de Composicién de Agente de Contraste:
1-(1,2-Dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamino)-a,m
dicarbonilPEGs400-[7-(N-hidroxicarbamoil)(3S,6R,7S)-4-aza-6-(2-
metilpropil)-11-oxa-5-oxobiciclo[10.2.2]hexadeca-1(15), 12(16), 13-
trien-3-il]-N-{[4-(aminometil)fenil]metil }carboxamida conjugado se
mezcla con tres otros fosfolipidos — dcido 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-
fosfotidico;  1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina; y  N-
(metoxipolietilen glicol 5000 carbamoil)-1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-
fosfatidiletanolamina — en cantidades relativas de 1: 6: 54: 41 en peso.
Una suspension acuosa (1.6 ml), que contiene esta mezcla de lipido (1
mg/mL), cloruro de sodio (7 mg/mL), glicerina (0.1 mL/mL), y
propilen glicol (0.1 mL/mL), a pH 6-7, se prepara en una ampolla de

vidrio de 2 cc. El aire en la ampolla se evaclia y reemplaza con butano
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perfluérico, y la ampolla se sella. La suspension se agita en la
ampolla sellada en un amalgamador dental durante 30-45 segundos
para formar una suspension de color blanco lechoso de los MSLCs
dirigidos a metaloproteinasas de matriz. La suspension es util para

uso como agente de contraste ultrasonico.

Preparacién de Materiales MSLC Terapéuticos Biolégicamente
Orientados
Ejemplo 6

A la composicion de agente de contraste fosfolipido en
Ejemplo 3 se agrega doxorubicina (100-200 mg/ml). Uno a dos
milimetros se transfieren a una ampolla. El aire en la ampolla se evacia
y reemplaza con butano perfludrico, y la ampolla se sella. La ampolla
se agita en un amalgamador dental durante 30-45 segundos para formar

una suspension MSLC de color blanco lechoso para uso terapéutico.

Ejemplo 7

A la composicion de agente de contraste fosfolipido en
Ejemplo 4 se agrega ciclofosfamida (100-200 mg/mi). Uno a dos
milimetros se transfieren a una ampolla. El aire en la ampolla se evacla
y reemplaza con butano perfludrico, y la ampolla se sella. La ampolla
se agita en un amalgamador dental durante 30-45 segundos para formar

una suspensiéon MSLC de color blanco lechoso para uso terapéutico.

Ejemplo 8

A la composicién de agente de contraste fosfolipido en
Ejemplo 5 se agrega ciclofosfamida (100-200 mg/ml). Uno a dos
milimetros se transfieren a una ampolla. El aire en la ampolla se
evacla y reemplaza con butano perfludrico y la ampolla se sella. La
ampolla se agita en un amalgamador dental durante 30-45 segundos para
formar una suspension MSLC de color blanco lechoso para uso

terapéutico activado por ultrasonido.

37

4
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Ejemplo 9

A la composicion de agente de contraste fosfolipido en
Ejemplo 5 se agrega activador de plasmindgeno tisular (10-100 mg/ml).
Uno a dos milimetros se transfieren a una ampolla. El aire en la
ampolla se evaciia y reemplaza con butano perfludrico y la ampolla se
sella. La ampolla se agita en un amalgamador dental durante 30-45
segundos para formar una suspension MSLC de color blanco lechoso

para uso terapéutico.

Ejemplo 10

Luego de la inyeccion a un paciente vivo (por ejemplo,
mamifero) y dejar tiempo suficiente para que los MSLCs tomados como
blanco de accién se localicen en el sitio de enfermedad o cerca de él,
puede adquirirse la ultrasonografia para diagndstico, o, en el caso de la
administracién de agente terapéutico, energia ultrasénica de energia
suficiente para romper los MSLCs y liberar el medicamento en el sitio de
destino puede aplicarse por pulsacion repetida o por aplicaciéon de pulsos

aislados de energia de alto poder de energia ultrasénica.

Todas las publicaciones, patentes, y documentos de patente
se incorporan aqui por referencia, como si se incorporaran
individualmente por referencia. La invenciéon se ha descrito con
referencia a varias incorporaciones y técnicas especificas y preferidas.
No obstante, debe entenderse que pueden hacerse muchas variaciones y
modificaciones permaneciendo simulténeamente dentro del espiritu y

dmbito de la invencion.
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REIVINDICACIONES

Lo que se reivindica es:

1. Una formulacidn que comprende a compuesto de liposomas de
microesfera de gas suspendida en un medio, en donde el compuesto de
liposomas de microesfera de gas comprende:

una microesfera llena de gas;:

por lo menos uno de un lipido y un tensioactivo adsorbidos en la
superficie de la microesfera llena de gas: y

liposomas llenos de liquido unidos al lipido o tensioactivo.

2.  La formulacién de la reivindicacién 1 en donde el gas de la microesfera
llena de gas tiene una solubilidad de menos de alrededor de 1.0% (v/v) en
agua a 25°Cy 1 atm.

3. La formulacién de la reivindicacién 1 en donde la microesfera llena de

gas tiene un didémetro promedio de alrededor de 0.1 um a alrededor de 10um.

4, La formulacion de la reivindicacién 1 en donde la microesfera llena de

gas tiene un didgmetro promedio de alrededor de 0.5um a alrededor de 10um.

5. La formulacion de la reivindicacién 1 en donde la microesfera llena de

gas comprende por lo menos un gas inerte.

6. La formulacién de la reivindicacién 5 en donde el gas inerte es un gas

noble.

7. La formulacidn de la reivindicacion S en donde el gas inerte es un gas
éter perfludrico.

8.  La formulacion de la reivindicacion 5 en donde el gas inerte es un gas

carbono perfludrico.
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9. La formulacién de la reivindicacion 1 en donde la microesfera llena de

gas tiene un lipido adsorbido en la superficie de la microesfera liena de gas.

10. La formulacién de la reivindicacion 1 en donde la microesfera llena de
gas tiene un tensioactivo adsorbido en la superficie de la microesfera llena de

gas.

1. La formulacién de la reivindicacién 1 en donde el lipido o tensioactivo

forma una capa mono-molecular en la superficie de la microesfera llena de

gas.

12 La formulacién de la reivindicacion 1 en donde el lipido o tensioactivo
forma una capa liposomal bi-molecular o capa liposomal multi-molecular en
la superficie de la microesfera llena de gas.

13. La formulacién de la reivindicacion 1 en donde el tensioactivo es un

tensioactivo no iénico, un tensioactivo catidénico, 0 un tensioactivo aniénico.

14. La formulacion de la reivindicacion 13 en donde el tensioactivo no
idnico comprende polietilen glicol, polipropilen glicol, polivinilpirolidona,
alcohol polivinilico, celulosa, gelatina, goma xantana, pectina, o dextrina.

15. La formulacion de la reivindicacién 13 en donde el tensioactivo
cationico comprende un tetraalquilamonio, un i6n tetraalquilfosfonio, o una

sal apropiada de los mismos.

16 La formulacion de la reivindicacion 15 en donde el tensioactivo
catiénico comprende un tetrahexilamonio, tetraoctilamonio, tetradecilamonio,
tetrabutilamonio, tetrahexilfosfonio, tetraoctilfosfonio, tetrabutilfosfonio,
tetrafenilfosfonio, o una sal apropiada de los mismos.
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17 La formulacion de la reivindicacién 13 en donde el tensioactivo
aniénico comprende un alquilsulfonato, un alquilcarboxilato, o una sal
apropiada de los mismos.

18 La formulacién de la reivindicacion 17 en donde el tensioactivo
aniénico comprende dodecilsulfato, palmitilsulfato, dodecilcarboxilato,
palmitilcarboxilato, o una sal apropiada de los mismos.

19. La formulacion de la reivindicacion 1 en donde el lipido comprende un
fosfolipido, glicolipido, triglicérido o dcido graso.

20. La formulacién de la reivindicacion 19 en donde el fosfolipido
comprende  dipalmitoilfosfatidil colina, dimiristoilfosfatidil colina,
dilaurioilfosfatidil colina, o dioleoilfosfatidil colina.

21. La formulacion de la reivindicacién 1 en donde los liposomas llenos de
liquido estan unidos al lipido adsorbido o tensioactivo en una forma continua.

22. La formulacién de la reivindicacion 1 en donde los liposomas lienos de
liquido ocupan més de alrededor de 50% de la superficie exterior del area de

la microesfera llena de gas.

23. La formulacién de la reivindicacién 1 en donde cada uno de los
liposomas llenos de liquido independientemente tiene un didmetro de
alrededor de 10nm a alrededor de 200nm.

24. La formulacién de la reivindicacion 1 en donde cada uno de los
liposomas llenos de liquido tiene independientemente un didmetro de

alrededor de 20nm a alrededor de 100nm.

25. La formulacién de la reivindicaciéon 1 en donde cada uno de los

liposomas llenos de liquido tiene independientemente un didmetro que es

M
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menos de alrededor de 10% del didametro de la microesfera llena de gas.

26. La formulacién de la reivindicacién 1 en donde cada uno de los
liposomas llenos de liquido independientemente comprende un agente
terapéutico o agente de diagndstico en el interior de los liposomas llenos

de liquido.

27. La formulaciéon de la reivindicacion26 en donde el agente
terapéutico es un agente anticoagulante, trombolitico, antineoplasico, o

agente anti-inflamatorio.

28. La formulacion de la reivindicacion 26 en donde el agente
terapéutico comprende doxorubicina, ciclofosfamida, adriamicina,
metotrexato, gemcitabina, navelbina, cisplatino, activador de

plasmindgeno tisular, integrelina, roxifiban, metotrexato o enbrel.

29. La formulaciéon de la reivindicaciébn 26 en donde el agente de
diagnéstico comprende un agente de contraste de rayos X o un agente de

contraste MRI.

30. La formulacion de la reivindicacién 1 en donde cada uno de los
liposomas llenos de liquido tiene independientemente fracciones de
acceso, de alta afinidad, unidas a la superficie de los liposomas llenos de

liquido.

31. La formulacién de la reivindicacién 30 en donde la fraccién de
acceso, de alta afinidad, unida a la superficie del compuesto de
liposomas de microesfera de gas comprende:

un ligando que se une a un receptor que se regula ascendentemente

en angiogenesis;

un ligando que se une a un receptor que se regula ascendentemente

en inflamacién; o un ligando que se une a un receptor que se

o}
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regula ascendentemente en aterosclerosis.

32. La formulacién de la reivindicacién 30 en donde la fraccién de
acceso, de alta afinidad, unida a la superficie del compuesto de
liposomas de microesfera de gas comprende:
un ligando que se une a los integrones a,B;, afs O
Gpllb/llla; un ligando que se une a una matriz
metaloproteinasa; o

un ligando que se une al receptor LTB,.

33. La formulacion de la reivindicacion 30 en donde la fraccion de

acceso, de alta afinidad, unida a la superficie del compuesto de

liposomas de microesfera de gas comprende:
1,2-Dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-ciclo(Arg-Gly-Asp-

D-Phe-Lys)-dodecanoato;
DPPE-PEGjyo-ciclo{Arg-Gly-Asp-D-Phe-Lys)-dodecanoato;
1-(1,2-Dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamino)-a,w-

dicarbonil PEGa4p0-2-{[7-(N-hidroxicarbamoil}(3S,6R,7S)-4-aza-6-(2-

metilpropil)-11-oxa-5-oxobiciclo[10.2.2]hexadeca-1(15), 12(16), 13-

trien-3-ilJcarbonilamino}-N-(3-aminopropil)acetamida; &
1-(1,2-Dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamino)-a,m-

dicarbonil PEGa4g0-[7-(N-hidroxicarbamoil)(3S,6R,7S)-4-aza-6-(2-

metilpropil)-11-oxa-5-oxobiciclo[10.2.2]hexadeca-1(15), 12(16), 13-

trien-3-il]-N-{[4-(aminometil)fenil]metil } carboxamida.

34, La formulacién de la reivindicacion 1 en donde cada uno de
los liposomas llenos de liquido comprende independientemente

liquido del medio de suspensidn.

35. La formulacién de la reivindicacién 1 en donde el compuesto
de liposomas de microesfera de gas tiene un diimetro medio de

alrededor de 0.1um a alrededor de 10um.

Q>
¥
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36. La formulacién de la reivindicacién 1 en donde el compuesto
de liposomas de microesfera de gas tiene un didmetro medio de

alrededor de 0.2um a alrededor de 4um.

37. La formulacion de la reivindicacién 1 en donde el compuesto
de liposomas de microesfera de gas existe como un agregado de dos

o mas compuestos de liposomas de microesfera de gas.

38. La formulacion de la reivindicacién 37 en donde el agregado

tiene un diametro de alrededor de 1um a alrededor de 100um.

39. La formulacién de la reivindicacién 1 en donde el compuesto
de liposomas de microesfera de gas tiene una densidad de alrededor
de 0.90 a airededor de 1.10 de la densidad del medio.

40. La formulacién de la reivindicacion 1 en donde el lipido o

tensioactivo comprende una fraccién de acceso, de alta afinidad.

41. La formulacién de la reivindicacion 1 en donde el lipido o

tensioactivo comprende un agente terapéutico.

42. La formulacion de la reivindicacion 41 en donde el agente
terapéutico es doxorubicina, ciclofosfamida, adriamicina,
metotrexato, gemcitabina, navelbina, cisplatino, activador de

plasminogeno tisular, integrelina, roxifiban, metotrexato o enbrel.

43. La formulacion de la reivindicacion | en donde el medio

comprende un agente de diagndstico.

44, La formulacién de la reivindicacion43 en donde el agente de

diagnéstico es un agente de contraste de rayos X o un agente de

\
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contraste MRI.

45. La formulacion de la reivindicacién 40 en donde la fraccién de
acceso, de alta afinidad comprende:
1,2-Dipalmitoil-sn#-glicero-3-fosfoetanolamina-ciclo( Arg-Gly-Asp-D-
Phe-Lys)-dodecanoato;
DPPE-PEGypo-ciclo{Arg-Gly-Asp-D-Phe-Lys)-dodecanoato;
1<1,2-Dipalmitoil-s»#-glicero-3-fosfoetanolamino)-a,w-dicarbonil
PEGa400-2-{[7-(N-hidroxicarbamoil)(3S,6R, 7S )-4-aza-6-(2-metilpropil)-
1 1-oxa-5-oxobiciclo[10.2.2]hexadeca-1(15), 12(16), 13-trien-3-
iljcarbonilamino}-N-(3-aminopropil Jacetamida; o
1<{(1,2-Dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamino)-a,m-dicarbonil
PEGs400-[7<(N-hidroxicarbamoil}(3S,6R, 7S)-4-aza-6-(2-metilpropil)-11-
oxa-5-oxobiciclo[10.2.2]hexadeca-1(15), 12(16), 13-trien-3-il}-N-{[4-
(aminometil)feniljmetil} carboxamida.

46. Un método de ultrasonografia en un paciente necesitado de dicha
ultrasonografia que comprende:

administrar al paciente una cantidad efectiva de una formulacion de una
cualquiera de las reivindicaciones 1-45;

dejar un periodo suficiente de tiempo para que la circulacion del
compuesto de microesfera de gas alcance el drea tomada como blanco de
accion; y

realizar ultrasonografia en el paciente.

47. El método de la reivindicacién 46 en donde el paciente es un humano.

48. El método de la reivindicacién 46 en donde la cantidad efectiva de la
formulacién comprende alrededor de 10” a alrededor de 10" compuestos de
liposomas de microesfera de gas.

49, El método de la reivindicacion 46 en donde el periodo suficiente de
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tiempo es alrededor de 5 minutos a alrededor de 2 horas.

50. El método de la reivindicacion 46 en donde el periodo suficiente

de tiempo es alrededor de 5 a alrededor de 30 minutos.

51. Un método de tratar cardiopatia, inflamaci6n, infeccién, cdncer o
enfermedad tromboemboélica en un paciente necesitado de dicho
tratamiento que comprende:

administrar al paciente una cantidad efectiva de una formulacién
de una cualquiera de las reivindicaciones 1-45, en donde uno o mas de
los liposomas llenos de liquido comprende independientemente un
agente terapéutico;

dejar un periodo suficiente de tiempo para la circulacién del
compuesto de microesfera de gas al drea tomada como blanco de accion;
y

aplicar energia ultrasonica a la regién de patologia en el paciente
suficiente para hacer que el agente terapéutico se libere del compuesto de

liposomas de microesfera en la region de patologia.

52. El método de la reivindicacion 51 en donde el paciente es un

humano.

53. El método de la reivindicacion 51 en donde cada uno de los
liposomas llenos de liquido comprende independientemente un agente

terapéutico.

54. El método de la reivindicacidén 51 en donde la cantidad efectiva
de la formulacién comprende alrededor de 10° a alrededor de 10"

compuestos de liposomas de microesfera de gas.

55. Un método para preparar una formulacion una cualquiera de las

reivindicaciones 1 - 45 que comprende:
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poner en contacto una suspension de liposomas en una solucién
acuosa que comprende por lo menos un lipido o un tensioactivo; y

mezclar la suspensién con un gas que tiene una solubilidad de
menos de alrededor de 1.0% (v/v) en agua a 25 °C y 1 atm suficiente

para proveer la formulacion.

56. El método de la reivindicacion 55 en donde el mezclado se realiza por

agitaciéon mecdnica.

57. El método de la reivindicacién 55 en donde el mezclado se realiza por
ultrasonificacion.

58. El método de la reivindicacién 55 en donde el mezclado se realiza por

inyeccion a alta velocidad del gas en la solucion de liposomas acuosa.

59. Un método para preparar una formulacién una cualquiera de las
reivindicaciones 1-45 que comprende:

poner en contacto una suspension de liposomas en una solucién acuosa
que comprende por lo menos un agente terapéutico y por lo menos un
tensioactivo; y

mezclar la suspension de liposomas acuosa con un gas que tiene una
solubilidad de menos de alrededor de 1.0% (v/v) en agua a 25°C y 1 atm
suficiente para proveer la formulacion.

60. El método de la reivindicacién 59 en donde el mezclado se realiza por

agitacion mecanica.

61. El método de la reivindicacion 59 en donde el mezclado se realiza por

ultrasonificacion.

62. El método de la reivindicacion 59 en donde el mezclado se realiza por
inyeccion a alta velocidad del gas en la suspension de liposomas acuosa.

47
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63. Un botiquin para la preparacion de una formulacion de una cualquiera
de las reivindicaciones 1-45 que comprende:

un envase que comprende una solucion acuosa en donde la solucién
acuosa comprende por lo menos un tensioactivo y liposomas lienos de
liquido; y

un medio para introducir un gas que tiene una solubilidad de
menos de alrededor de 1.0% (v/v) en agua a 25°C y 1 atm en la solucién

acuosa.

64. El botiquin de la reivindicacién 63 en donde el envase comprende

un espacio de cabeza.

65. El botiquin de la reivindicacién 63 en donde el espacio de cabeza
comprende por lo menos un gas inerte que tiene una solubilidad de

menos de alrededor de 1.0% (v/v) en agua a 25°C y 1 atm de presién.

66. El botiquin de la reivindicacién 63 en donde el gas inerte es un gas

carbono perfluérico.

67. El botiquin de la reivindicacion 63 en donde el gas inerte es un gas

éter perfludrico.

68. El botiquin de la reivindicacion 63 en donde el gas inerte es un gas

noble.

69. Una formulacién que comprende un compuesto de liposomas de
microesfera de gas suspendido en un medio, en donde el compuesto de
liposomas de microesfera de gas comprende:

una microesfera llena de gas;

por lo menos uno de un lipido y un tensioactivo adsorbidos en la

superficie de la microesfera liena de gas; y
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liposomas llenos de liquido unidos al lipido o tensioactivo;

para uso e terapia médica o diagnéstico.

70. El uso de una formulacién que comprende una compuesto de
liposomas de microesfera de gas suspendido en un medio, en donde el
compuesto de liposomas de microesfera de gas comprende:

una microesfera llena de gas;

por lo menos uno de un lipido y un tensioactivo adsorbidos en la
superficie de la microesfera llena de gas; y

liposomas llenos de liquido unidos al lipido o tensioactivo;

para la manufactura de un medicamento para tratar cardiopatia,
inflamacién, infeccién, cidncer o enfermedad tromboembdlica en un

paciente necesitado de dicho tratamiento.

71. El uso de una formulacion que comprende un compuesto de
liposomas de microesfera de gas suspendido en un medio, en donde el
compuesto de liposomas de microesfera de gas comprende:

un microesfera llena de gas;

por lo menos uno de un lipido y un tensioactivo adsorbidos en la
superficie de la microesfera llena de gas; y

liposomas llenos de liquido unidos a el lipido o tensioactivo;

para la manufactura de un medicamento para ultrasonografia de

diagndstico en un paciente necesitado de dicho ultrasonografia de

diagnadstico.

72. El uso de una formulacion que comprende un compuesto de
liposomas de microesfera de gas suspendida en un medio, en donde el
compuesto de liposomas de microesfera de gas comprende:

una microesfera llena de gas;

por lo menos uno de un lipido y un tensioactivo adsorbidos en la

superficie de la microesfera llena de gas; y
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liposomas llenos de liquido unidos al lipido o tensioactivo;
pera la manufactura de un medicamento para ultrasonografia en

un paciente necesitado de dicha ultrasonografia.
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International prefiminary ssmmination report and s annexes, if any. setablished on the Intemational appllostion.

2. A oopy of the report and Its annexss, If any, is being tranamitied fo the intemational Bureau for communication
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4 REMINDER

The appliocant muet enter the national phase before each elected Offios by performing certain aots (Wing
translations and paying national fess) within 30 months from the priority date (or later in some Officas) (Arlicle
36(1)) (see also the reminder sent by the intemational Bureau with Form PCT/R/801).
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For the purpoese of deciding whether the olaimed invention s patentable or nat, the siectad Officea may apply
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INTERNATIONAL PRELIMINARY

EXAMINATION REPORT Intemational application No. PCTAJS01/28885

L Basls of the report
1. With regard to the elements of tha intemational application (Repiacenent sheeis which have besn fumished to

the receiving Office i maponse 1o an invitation under Article 14 are refarred io in this repart as “originally filed™
and are not annaxed (o this report sinos they do not canialn amendmernts (Rules 70.18 and 70,17))

Description, pages:

1-83 aa originally fled
Claima, Na.;

1-72 ae originally fled
Drawings, sheeis:

1/3-89 as originally filad

With regard to the language, all the elements marked above were avaliable or fumished to this Authority in the
language in which the intarnational appéiaation was filed, uniesa otherwise indicated under this item. .

Theea elements were avaliable or furnishad 1o this Authority In the following language: , which Je:

[0 the ianguage of a transiation fumished for the purposes of the international search (under Rule 23.1(b)).

3 the language of publication of the Intermnational appiication (under Rule 48.3(b)).

[0 the lsnguage of a tranalation fumished for the purposes of intemnational prefiminary sxamination (under Rule
B55.2 and/or 55.9).

With regard io any nucieotide and/for amino acld sequence disciosed in the intsrmational appifoation, the
Intemadional preiimmnary examination was carried out on the basle of the sequence ilstinge

containad in the imemational appication in writtan form,

filed together with the Interetional application In computer readabie form.
fumished subsequently to this Authority in written form.

fumished subsequently to this Authority in computer readable form.

The siatament that the subsaquently fumished written eequence listing dosa not go beyond the disalosurs In
the intemational applioation as filed has been fumished.

The siatement that the iInformation recorded in computer readable form le identioal oy the writien ssquence
fisting has been fumished.

The amendments have resufted in the cancellation of:

O the deacription, pages:
1 the olaims, Nos.:

0 0oooOoo

Form PCTAPEAMOD (Boxes VI, Shest 1) Lluly 1908)
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“ EXAMINATION REPORT International applioation No. PCT/USO1 5

0 the drawings, sheets:
5. [0 Thia report has been astablished as if (sorme of) the amendments had not besn made, ainoe they have been

considerad to go bayond the disciosure as flled (Rule 70.2{0))

(wwmmmmmumbmm 1 and annexed io this

4. Addiional obasrvations, If nacessary:

L Non-establshment of opinion with regard to novelly, invantive stsp and industrial appliosbliity

1. The questions whether the claimed invention appears to bs novel, to ifvolve an inventive stap (to be non-
cbvious), or fo be industrially applicable have not been examined In respect of:

O the entire Intemational appiication.
B olaims Nos. 48-54 with reapact to indusirial applloabliity,

beoaues:

H the sald interational applioation, or the sald alaims Nos. 46-54 relate to the following subject maiter which
doea not require an Intemational praliminasry saaminstion (specify):
see saparats shest

] the deacription, claims or drawings (indiosip partioular elermnents below) or saki claims Nos. are so uncless
that no maaningful opinion could be formed (apechy):

O the claime, or saki olaims Noa. are so inadacquately supported by the deecription that no meaningful opinion
could bs formed, .

O no intamational ssarch report has basn establiashed for the said ciaims Noas. .

2, A meaningful intemational preliminary examination cannot be carried out due to the falure of the nucleotide
and/or amino acld sequeance Ksting 1o comply with the standard provided for in Annex C of the Adminisirative
Iinstructiona:

O the written form hes not been furnished or doss not comply with the standard.
O the computer readable form has not baen fumished or does not comply with the standard.

V. Ressonad stateyment under Article 38(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applloabliity;
oltations and expianstions supporting such statement

1. Statement
Novelty (N) Yes: Claims 1-72

Foren POTAPEAMOD (Boxss -V1i, Bhest 2) (uly 1908)
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No: Claims
inveniive step (18) Yos: Claims 1-72
No: Claims
dustrial appilcabiilly (IA) Yes: Claima 1.48, 85-72
’ No: Claims

2, Citations and explanations
sow ooparste shoet

Form PCTAPEAMOS (Poxos RV, Gheet &} Ghuly 1608)
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EXAMINATI N REPORT - SEPARATE S8HEET

™)

(i8)

¢

Claime 46-54 reiate to subject-matter conaldsred by this Authority to be covered
by the provisions of Rule 67.1(lv) PCT. Consequently, no opinion wil be
formulated with respect to induetrial applicabliity of the subject-matter of these
claims (Artiole 34(4)(a)()) PCT). ‘

For the assesament of the present olalrma 46-54 on the question whether they are
industrially appilcable, no unified oriteria exist in the PCT Contracling States. The
patentabliity can aleo be dependent upon the formulation of the claims. The EPO,
for example, does not recognize as industrially appiicable the subject-matter of
olaims to the use of a compound In medioal treatment, but may allow, however,
claime to a known compound for first use In medical treatment and the use of such
a compound for the manufacture of a medicament for a new medioal treatment.

Ciaims 1-72

A formulation comprising a gas mioroephere liposome composite auspended In a
medium, wherein the gas miorosphers liposoime composite comprises:

) a gas-filled microsphere, Ii) at least one lipid or surfactant adeorbed qmo the
aurface of the gas filled microephere, and I} Iiquid-filled lipg atte
Iinid or surfactant, Ie not disclosed in the doocuments oltad ln the aearuh mpon

The same applies [) to the method of ultrasound imaging by administering sald
formulation (olaim 48), Il) to the method for preparing sald formulation (claims 56
and 58) i) to the kit for the preparation of eald formulation (claim 83) and Iv) to the
uses of sald formulation for the manufacture of @ medicament according to claims
70-72, :

The object of the present application Is to provide an ultrasound imaging agent
which are stable and generate ultra sound images of enhanced quality and clarity
by delineating of vascular apace and tissuea, and enable an improved control of
drug delivery to the targeted tissue (description; page 6, last paragraph).

Sald object has been achleved according to claim 1, by attaching liquid-filled
liposomas to the lipld or surfactant being adsorbed onto the surface of the gas
filled microsphere (page 14, paragraph 3 and 4; pages 19-25; examples).

MWM““M‘!’T}
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(A)

This Is not suggested by document WO 90/38738 (D1), which represent the
nearest prior art. Dooument D1 discloses a formulation for delivery of a
biologically active substance to a selected target, comprising an aqueous
suspenasion of liposomes fllled with eaid active subetance, characterized n that
said formulation further comprises an efiective amount of gas- or alr-fllled
microspheres (D1; claim 4).

However, the gas-fiiled microapheres are simply admixed to liposome vesloles,
whombyﬂwywlllmnydmm eaoh other (D1; page 10, lines 4-7),
Liquid-filled liposomes being attaches d lipid or aurfactant which le adeorbed
onto the surface of the gae filled mloroephom are not suggested.

The Industrial applicabliity of claime 1-45 and 55-72 s given.

Form PCT/Separaie Ehesti40@ (Bhaet &) (EPO-Aprll 1687)
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INFORME DE EXAMEN PRELIMINAR

INTERNACIONAL
{Regla 71.1 PCT)
Fecha de envia
(Dia/Mas/ANMo/)
28.05.2003

No. de Expediente del Solicitante 0 Apoderado
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1. Se comunica al soliciants que la oficina

2 Una copia del Informe, en caso dado con los anexcs comespondiantss s hace lisgar s la Oficina Internacional para su snvio

posterior a todas las oficinas salsccionadas.

3. Asolicitud da una oficing saleccionads, la Oficina Intemacional preparani una traduccidn dal informe (pero no de los anaxne) al

inglés y la remitird a esta oficine.

4. RECORDATORIO

Paru ingresar en la fese nacional af sclickants, dentro de ios 30 masas a partir de la feche de prioridad (o en sigunas oficings
Incluso después), tiene que reslzar ante cads oficina sslaccionada clertos actos (entrega de traducciones y desembolso de

del axamen preliminar Intemacional is snvia con ¢l pressnta el informe de
axamen prelimings intamacionsl, elaborado para la solicitud intsmacionsl, en caso dade con os anaxos corespondientes.

honomrics naclonales) {Articulo 39 (1)) (vdase también la Informacién remitida por le Oficina Intermacional en o Formularic
PCTAB/301).

8i se tiene que envisr a una oficina seleccionads una traduccién de la solicitud intenacional, entonces esia traduccion tiene que
Inclulr traducciones de todos los anexcs al Informe de examen pretiminar intemacional. Ea obligacion del solicitante siaborar
dichas tracuccionss y hacarias llagar direciarnents a las oficinas seisccionsdas reapeciivas.

Mayores detalles en cuanto a los plazos nommativas y o3 requisitos de s oficines ssleccionadas e desprencen del Volumen Il de
In guia PCT pama solicitantas.

Pars ofecios da decidi 5l a Invencidn reivindicada es patentable o no, les Oficinas seleccionades pusden aplicar criterios
adicionales a, o difersntas de, ios criterios en los cuales so bass ol informa da axamen prefiminar imemacional (viasa Articulos 27
{5), 33 (5)). Los critarios adicionaiss puaden Inciulr, por ejemplo, exancién de patentablided y loa requerimientos si s8 permite la
dhvuigacion y de claridad y soporte de iss mslvindicaciones.

Nombre y direccién postal de la Oficina Encargada del Empisado Autorizado
Examen Preliminar Intemacional (IPEA)
Oficing Europsa do Paiantes Senkel, H

Formulerio PCTAPEA/416 (Julle 1982)

D-80288 Munich
Tel.: +48 80 2300 -0 Tx.: 523856 epmu d
Feoc +40 89 2300 - 4485

P

Tel.: +40 89 2380 - 8071
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|\

{Articulo 36 y Regla 70 PCT)
No. de Expadiente del
Solicitante o Apoderado PROCEDIMIENTO Vaase comunicacion sobre el envio del informe de examen
POSTERIOR preliminar intamacional (Farmulario PCTAPEA/418)
PH7103PCT
No. Solicitud Internacional Fecha Internacional de Presentacion Fecha de Prioridad (d/a/mes/afio)
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PCT/US01/25685 16/08/2001 16/08/2001
Clasificacion Internacional de Patente (IPC) o Clasificacion Nacional e IPC
AB1K408/22
Solictants

BRISTOL-MYERS SQUIBB PHARMA COMPANY

envia al solicitants segin Asticulo 38.

Estos ansxos comprenden en tolal de hojas.

1. Ests informe de examen preiimingr intamacional fue elaborado por la Oficina Encargada del Examen Preliminar intermacional y se

4.  Ests INFORME comprende untotaide &  hojas, inciusive esta portads

|‘_'| Ademass se adjuntan ANEXOS el informe; en este caso s trata de hojas con descripciones, relvindicaciones y/o dibujos,
que s modificaron y qua sirven ds base para asta informe, y/o hojas con comecciones efeciuades por esta oficina (véase
Ragla 70.18 y Seccidn 807 de lss insirucciones bajo ol PCT).

3. Este informe contisna datos con respecio a ios sigulantes puntos:

Examen Preliminar Internacional (IPEA)

Oficina Eurppea de Patentes

D-80288 Munich

Tel.: +40 80 2389 -0 Tx.: 523856 spmu d
Fac +40 80 2300 - 4485

' <] Basedelinfome
[} D Priorided
]| [Z] Sin slsboracitn de un dictemen sobre novadad, ectividad inventiva y posibliidad de apicecion Industrial
v D Falkta de unidad dea la Invencién
Y |Z| Camprobacién jusiificada sagin Articulo 35(2) con respacto & is novedad, la actividad inventiva y la posibliided de
splicacién indusirial; documenios y explicaciones sustentando ests comprobacidn
Vi |:| Cinrios documenios eumerados
vil D Ciartas deficiencizs del registro intemacional
vin D Clertes cbesrvecionss relacionadss con le solicihud intlemaciong!
Fecha de preserntacidn de la peticidn Fecha de la conclusidn de este informe
07/03/2003 28.05.2003
Nombre y direccidn postai de a Oficina Encergeda del Empisado Autoraado

Toulacls, C

Teléfono No. +40 89 2309 - 8408

Formulario PCT/IPEA/OS (portada) (Enero 1964)



INFORME DE EXAMEN PRELIMINAR

INTERNACIONAL Sollcitud Internacional No. PCTAIS01/25885

. Basedel Informe

1. Con respecio a los elementos de la solicitud internacional (hojas intercambiables que se han
suministrado a /a oficina receplora en respuesta a una invitacion bajo Articulo 14 so lienen en este
informe por ‘pressntadas originaimente® y no se anexan a este informe puesio que no contienen
comeccionss (Reglas 70.16 y 70.17)):
Descripcion, piginas:

1-33 version original

Relvindicaclones, No.:

1-72 version original
Dibujos, hojas:
173313 version original

2. En lo concemiente al idioma: Todos loe elementos indicados més arriba estuvieron a disposicion de
la oficina o le fueron enviados an el idloma en al cual se radicd la solichud intemacional, salvo
indicacion en contrario consignada belo este punto.

Esios elementos estuvieron a disposicién de esta oficina o le fueron enviados en el idioma siguiente:
en esto caso se trata de:

[1 el idioma de la traduccién enviada para efectos de la bisqueda internacional (segin la regla
23.1 (b)).

[ elidioma de publicacion de la solicitud internacional (segan la regia 48.3 (b)).

[] el idioma de la traduccion enviada para los efectos del examen preliminar intemacional (segin
la regla 55.2 y/o 55.3).

3. En lo que concieme a la secusncla de nucleétidos y/o aminodcidos, divuigada en la solicitud
internacional, ol examen preliminar intemacional se llevd a cabo sobre la base del listado de
secuencias:

contenido en la solicltud intemaclonal, por escrito.

presantado con la solicitud intemacional, en formato de lectura por computador.
remitido posteriorments a la oficina, por escrito.

remitido posteriorments a la oficina, en formato de lectura por computador.

se ha rendido la declaracién, segin la cual el listado de secuencias por escrito y suministrado
posteriormente no va mas allé de la divulgacion hecha en la solicitud en el momento en que se
radico.

se ha rendido la declaracion, segin la cual las informaciones registradas en formato de lectura
por computador corrasponden al listado de secuancias, presentados por escrito.

O 00000

4. Las modificaciones han acameado la anulacion:

[J de la descripcion, paginas:
[] de \as reivindicaciones, Nos.:

Formularie PCT/IPEA/408 {cuadros |-VIll, Hoia 1) {(Jullc 1988)

)
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[0 delos dibujos, hojas:

5. [J El presente informe se prepard sin tener en cuenta (algunas de) las modificaciones, ya que
éstas, por las rarones aduckias, en concepio de la oficina van mas alld del contenido de
divuigacion en |a version presentada originaimente (Regla 70.2 {c))

(Hojas intercambiables que incluyan modificaciones de esta indole deben indicarse en 8 punio
1 y anexarse al presente informe.)

8. Observacionss adicionales, 5! son necesarias.

fil. Sin slaboracion de un dicternen sobre novedad, actividad Inventiva y posibllidad de splicacién
industrial

1. Los interrogantes en cuanto a si la invencion relvindicada parece ser novedosa, implicar una actividad
inventiva (no ser obvia), o tener posiblikiad de aplicacién industrial no se han examinado con
respecto a;

[[] Ia soliciud internacional en su totalidad,
[X] reivindicaciones, Nos. 48-54 con respecto a la posibilidad de apilicacion industrial.

porque:

< la aplicacién internacional citada, o las relvindicaciones citadas Nos. 48-54 con posibilidad de
aplicacién industrial se refieren al asunio en cuestidn que no raquieren un examen preliminar

Intemacional {especificar):
viase hoja separada

O la descripcidn, reivindicaciones o dibujos (indicar elementos perticulares més adelants) o las
reivindicaciones citadas Nos. son tan ambiguas que no pudo formansa un concapto significativo
(especificar):

[0 las relvindicaciones, o las reivindicaciones citadas Nos. estin tan inadecuadamente
fundamentadas por la descripcion que no pudo formarse un concepto significativo.

{0 no se ha establecido un reports de bisqueda intemacional para las citadas reivindicaciones
Nos.

2. No pueds llsvarse a cabo un examen preliminar intemacional significativo debido & que ol istado de secusncla de
aminoéacidos y/o nuciedtidos no cumple la norma contemplada en Anexo C de las Iinstruccionas Administrativas:

[] laforma escrita no se ha suministrado o no cumple la norma.
[0 el formato de lectura en computador no se ha suministrado o no cumple la norma.

V. Declaracién motivada bajo Articulo 35(2) en cuanto a Ia novedad, la actividad inventiva y la
posiblliidad de aplicacién Industrial; documentos y explicaclonss que sustentan esta
declaracién

1. DECLARACION

Novedad (N) Si. Reivindicaciones 1-72

Formulario PCT/IPEA/M09 (cuadros VI, Hola 2) (Jullo 1698)
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N

No: Raeivindicaciones

Actividad Inventiva (IS) SI: Relvindicaclones 1-72
No: Reivindicaciones
Posibilidad de Aplicacion Industrial (IA) SI: Relvindicaciones 1-45, 55-72
No: Reivindicaclones

2. Documentos y explicaciones
Véase hoja soparada

Formulario PCTAPEAMOS (cusdros I-VIIl, Hoja 3) (Jukio 1988)
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INTERNACIONAL — HOJA SEPARADA  S0tcfiud Intomacional No. - PCTIUS01/25685

L Las reivindicaciones 46-54 se refieren al asunto que esta Autoridad
considera que estd cubierto por ias normativas de ila Regla 67.1(iv) PCT.
En consecuencia, no se formulard un concepto con respecto a la
posibilidad de aplicaciéon industrial del asunto de estas reivindicaciones
(Articulo 34(4)(a)(i) PCT).

\'J Para la evaluacion de las presentes reivindicaciones 46-54 sobre la
cuestion de si son aplicables industriaimente, no existen criterios
unificados en los Estados Firantes de! PCT. En consecuencia, la
patentabilidad puede depender de la formulacion de las reivindicaciones.
La EPO, por ejemplo, no reconoce como indusiriaimente aplicable el
asunto de reivindicaciones al uso de un compuesto en fratamiento
médico, pero puede permiti,r no obstante, reivindicaciones a un
compuesto conocido para primer uso en tratamiento médico y el uso de
dicho compuesto para la manufactura de un medicamento para un
nuevo tratamiento médico.

Relvindicaciones 1-72

(N) Una formulacibn que comprende un compuesto de liposomas de
microesfera de gas suspendido en un medio, en donde el compuesto de
liposomas de microesfera comprende: i) una microesfera liena de gas, i)
por lo menos un lipido o tensioactivo adsorbido en la superficie de Ia
microesfera llena de gas, y Ill) lipocsomas llenos de liquido unidos al
lipido o tensioactivo, no se divuiga en los documentos citados en el
infforme de blsqueda. Lo mismo se aplica i) al método de
ultrasonografia administrando dicha formulacién (reivindicaciéon 46), ii) al
método para preparar dicha formulacion (reivindicaciones 55 y 59) iii) al
botiquin para la preparacion de dicha formulacion (reivindicacion 63) y
iv) a los usos de dicha formulacién para la manufactura de un
medicamento de acuerdo con las reivindicaciones 70-72.

(IS) El objeto de la presente solicitud es proveer un agente de ultrasonografia
que es estable y generar ultrasonografias de calidad y claridad
intensificadas delineando un espacio vascular y tejidos, y permitir un
mejor control de administracion de medicamento al tejido tomado com
blanco de accién (descripcion; pagina 8, dltimo parrafo). Dicho objeto se
ha conseguido de acuerdo con la reivindicacién 1, uniendo liposomas
llenos de liquido al lipido o tensioactivo que se adsorben a la superficie
de |a microesfera liena de gas (pagina 14, parrafo 3 y 4; paginas 19-25;
ejemplos).

Formulario PCT/Hoja Separada/d09 (Hoja 1) (EPO-Abril 1087)
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(1A)

Esto no se sugiere por el documento WO 89/39738 (D1), que representa
el arte previo mas préoximo. Documento D1 divuiga una formulacién para
administracion de una sustancia biolégicamente activa a una diana
seleccionada, que comprende una suspensidn acuosa de liposomas
llenos de dicha sustancia activa, caracterizada porque dicha formulacion
comprende ademas una cantidad efectiva de microesferas lienas de gas
o aire (D1; reivindicacion 4).

No obstante, las microesferas llenas de gas se mezclan simplemente a
vesiculas de liposoma, por lo cual se distanciaran estadisticamente entre
sl (D1; pagina 10, rengiones 4-7). No se sugieren los liposomas lienos

de liquido gue se unen al lipido o tensioactivo que se adsorbe en la
superficie de la microesfera llena de gas.

La posibilidad de aplicacién industrial de las rejvindicaciones 1 - 45 y 55
- 72 esta dada.

Formulario PCT/Hoja Separada/409 (Hoja 2) (EPO-Abril 1897)
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AR 3 1 i From the INTERNATIONAL BUREAU &M S~ -
gs\\“““ To: ==
Woodcoeks, &W\SFCT \'I,O
'NB"P‘:?:“ETNFORMING THE APPLICANT OF THE DOLAN. Peter, L

COMMUNICATION OF THE 1
APPLICATION TO THE DES IGNATm E I ngzf:nﬁglﬁrb Pharma Company \
BMS PATENT.
(PCT Rulc 47.1ltc), first IS aa3-4000 REO
2003 MAp 81 ZMED

Date of mailing({duvmonthvecar)
27 February 2003 (27.02.03)

Applicant’s or agent's file reference

PH7103PCT Due Date

’3\ IMPORTANT NOTICE

Attorne
Internotional applicalion No. Imernational filing datefday/monilyvear) Priority datc{day/monih/veur)
PCT/AUS01/025685 16 August 2001 (16.08.01)
Applicant

BRISTOL-MYERS SQUIBB PHARMA COMPANY

1. Notice is hercby given that the Internationsl Burcau has communicated. as provided in Anticle 20, the intemational application 0 the
following designaled Offices on (he daic indicated above as the date of mailing of this notice:

KP, KR

In accordence with Rule 47.](¢), thind sentence, those Offices will accept the present notice as conclusive evidence that the communication
@) of e inemational epplicanion has duly teken place on the dale of mailing indicated ahove and no copy of the intemational application is
required 1o be furnished by the applicant 1o the designated Office(s).

X

The following designated Offices have waived the requirement for such 2 communication at this time:

AE, AG, AL, AM, AP, AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BR, BY, BZ, CA, CH, CN, CO, CR, CU, CZ, DE, DK, DM, DZ, EA, EC,
EE, EP, ES, Fl, GB. GD, GE, GH, GM. HR, HU. ID, I, IN, IS, JP, KE, KG, KZ. LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV. MA, MD, MG,
MK, MN, MW, MX, MZ, NO, NZ, OA, PL, PT, RO, RU, SD, SE, SG, S|, SK, SL, TJ, TM, TR, TT, TZ, UA, UG, UZ, VN,
YU, ZA, ZW

The communication will be made 1o those Offices only upon their request. Furthermore, those Offices do not require the applicant to
furnish o copy of the intemational application (Rule 49. 1(a-bis).

3. Enclosed with this nolice is a copy of the intemational application as published by the Intemational Burean on
27 February 2003 (27.02.03) under No. WO 03/015831.

4. TIME LIMITS for filing a demand for internutional preliminary examnation und for eniry into the natlonal phuse

The applicable time limit for entering the mational phase will, subjeci 1o whal is said in the following paragraph, be 30 MONTHS from
the priority date, not only in respect of anv elected Office if o demand for inlermnational preliminary examination is filed before the
expiration of 19 months from the priority date, bui also in respect of any designated Office, in the absence of filing of such demand, where
Arnticle 22(1) as modified with effect from | April 2002 epplies in respeci of that designated Office. For further details. sce PCT Gazette
No. 4472001 of 1 November 2001, pages 19926, 19932 and 19934, o5 well as the PCT Newsletter. Ocwober and November 2001 and
February 2002 issues.

. In pructice, time Ilmits other than the 30-month time Iimit will continue 10 apply, for various periods of time, in respect of certain

designated or elected Offices. For regulur updaies on the appHcuble time limlis {20, 21, 30 or 31 monihs, or other time limitl), Office by
Olfice. refer w the PCT Gazeite, the PCT Newsletier and \he PCT Applicant’s Guide. Volume I1. National Chapiers, all available from
WIPO'< Iniemet site, al htip://vww. wipo.inV/peten/index.himl.

For filing a demand for inlernational prellminary examination. see the PCT Applicani’s Guide, Yolume /A, Chapier 1X. Only an
applicant who is a national or resident of a PCT Contracting Statc which is hound by Chapter 11 has the right 1o file a dvmand for
international preliminary exomination (at present, all PCT Contracting Stales 2re bound by Chapter I1).

1t is the applicant’s sole responsibility 1o monitor all these time limits.

The Intemational Bureau of WIPO Aunthorized officer
34, chemin des Colombenties .
1211 Geneva 20, Switzerland Judith Zahra
Facmimile No.(41-22) 740.14.35 Telephone No.(41-22) 338.91.11

Form PCT/IB/308 (April 2002)
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FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM PCTABN 210

Continuation of Box 1.1

Although claims 51-54 are directed to a method of treatment of the
human/animal body, the search has been carried out and based on the
alleged effects of the compound/composition.

Although claims 46-50 are directed to a diagnostic method practised on
the human/animal body, the search has been carried out and based on the
alleged effects of the compound/composition.




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

nal Application No
PC1/US 01/25685

Putant cocument Publioation Pawnt family Publcation
cliad In asarch report dais membar(s) .1 ]

WO 9850040 A 12-11-1998 US 6090800 A 18-07-2000
AU 6185398 A 20-10-1998
AU 6971998 A 27-11-1998
AU 6974798 A 27-11-1998
EP 1037673 Al 27-09-2000
Wo 9842383 Al 01-10-1998
WO 9850040 Al 12-11-1998
WO 9850041 Al 12-11-1998
us 6028066 A 22-02-2000
us 6120751 A 19-09-2000

us 5620689 A 15-04-1997 US 5527528 A 18~06-1996
us 5213804 A 25-05-1993
us 5013556 A 07-05~1991
AU 6527294 A 24-10-19%4
N0 0422429 Al 13-10-1994
us 2001051183 Al 13-12-2001
us 5843473 A 01-12-1958
us 5356633 A 18-10—-1994
AT 115401 7 15-12~-1994
AT 122229 T 15-05-1995
AU 642679 B2 28-10-1993
AU 6637490 A 16-05-1991
AU 654120 B2 27-10-1994
AU 6898291 A 16~05-1991
CA 2067133 Al 21-04-1991
CA 2067178 Al 21-04-1991
DE 69015207 D1 26~01-1995
DE 69015207 T2 04-05~1995
DE 69019366 D1 14-06-1995
DE 69019366 T2 05-10-1995
DK 496835 T3 17-07-1995
EP 0496813 Al 05-08-1992
EP 0496835 Al 05-08-1992
ES 2071976 T3 01-07-1995
F1 921763 A 21-04-1992
F1 921764 A 21-04-1992
GR 3017060 T3 30-11-1995
HK 14097 A 14-02-1997
IL 96069 A 08-12-1995
IL 96070 A 30-03-1995
JP 2889549 B2 10-05-1999
JP 10001431 A 06-01-1998
JP 5501264 T 11-03-1993
JP 2667051 B2 22-10-1997
JP 5505173 T 05-08-1993
JP 2001181214 A 03-07-2001
KR 134982 Bl 22-04-1998
LU 88854 A9 11-03-1997
NO 921213 A 04-06-1592
NO 304637 B1 25-01-1999
WO 9105545 Al 02~-05-1991
[ [o] 9105546 Al 02-05-1991
us 5225212 A 06-07-1993

WO 9507072 A 16-03-1995 DE 4330958 Al 16-03-1995
DE 4416818 Al 16-11-1995
AT 197124 T 15-11-2000

Fom PCTASARYO (petwnt iy arnas) Luly 1663)




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Ir

PCT/US 01/25685

Patent document Publication Patont family Publioation

cliad In esarch report dats member(s) daw

WO 9507072 A AU 7655194 A 27-03-1995
AU 7729998 A 10-09-1998
CA 2171303 Al 16-03-1995
DE - 59409568 D1 30-11-2000
DK . 717617 13 05-02-2001
WO 9507072 A2 16-03-1995
EP . 0717617 Al 26-06-1996
ES 2152990 T3 16-02-2001
HU 74509 A2 28-01-1997
JP 9502191 T 04-03-1997
NO 960973 A 08-03-1996
PT 717617 T 30-04-2001
us 6284280 Bl 04-09-2001
us 6068857 A 30-05-2000

WO 9428873 A 22-12-1994 US 5580575 A 03-12-1996
AU 696056 B2 27-08-1998
AU 6953794 A 03-01-1995
AU 684088 B2 04-12-1997
AU 7094894 A 03-01-1995
AU 8840698 A 04-02-1999
CA 2164843 Al 22-12-1994
CA 2164846 Al 22-12-1994
CN 1125393 A 26-06-1996
CN 1125394 A 26-06—-1996
EP 0802788 Al 29-10-1997
EP 0707471 Al 24-04-1996
JP 9501410 T 10-02-1997
JP 8511523 1 03-12-1996
WO 9428873 Al 22-12-1994
WO 9428874 Al 22-12-1994
Us 5542935 A 06-08-1996
us 6315981 Bl 13-11-2001
us 5773024 A 30-06-1998
us 5733572 A 31-03-1998
us 5922304 A 13-07-1999
us 5705187 A 06-01-1998
us 5770222 A 23-06~-1998
us 6088613 A 11-07-2000
us 5656211 A 12-08-1997
us 6146657 A 14-11-2000
us 6039557 A 21-03-2000

W0 9939738 A - 12-08-1999 AU 1980999 A 23-08-1999
CA 2319433 Al 12-08-1999
EP 1056473 Al 06-12-2000
WO 9939738 Al 12-08-1999
JP 2002502829 T 29-01-2002
us 6258378 Bl 10-07-2001
ZA 9900987 A 06-08-1999

Form RCTABAZ21O (pele] Lamlly ivvem) Liuly 1068



W T 6 rugust 20013 ;ﬁ

TRANSMITTAL LETTS®rO THE r———
¥ UNITED STATES RECEIVING OFFICE: .
Attorney Docleet No. PH7103PCT
L Certification under 37 CFR 1.10 (if appliesble) ™~ k__
ET511105898US 16 August 2001 (16.08.01)
Express Mail mailing number Duie of Deposht

s

that the application/correspondence attached hereto is being deposited with the United States Postal Service
Post Office to Addressee” service under 37 CFR 1.10 on the dll: Indicated above and Is addressed to Assistant

Cmnnlnlnner for Patents, Wuhinltnn.. D.C. 20231,
- | ELLEN M. GODFREY
[ of mail o8 ) Typed or printed name of perascn malling cormespondence

IL New International Application

TITLE { GAS MICROSPHERE LIPOSOME COMPOSITES FOR ULTRASOUND
IMAGING AND ULTRASOUND STIMULATED DRUG RELEASE

SCREENING DISCLOSURE INFORMATION: In order to assist in screening the international
mmﬁrmouddnﬂmn;mlhmfu transmitial should and could be granted and for
purposes, the following information Is supplied. (Note: a4 many boxes as apply):

A The invention disclosed was not made in the United Stutes, —
B, . There is no prior U.S. epplication relating to this Invention.
C [[] The foliowing prior U.S. application(s) contaln subject matter which is related to the invention disclosed in the sttached
International application. (NOTE: priorily o thers applications may or may not be claimed on form PCT/RO/101
(Regquasy) and this listing doez not constitute a claim for priorily).
spplicstion no. filed ou
spplication no. flled ou
p [] Theprsent lntemational spplication | ] is identical contains less subject matter thun that found in the priar U.S.

epplication(s) identified in parsgraph

The present international spplication contains additional subject matier not found In the prior U.S. application(s)
identified in paragraph C. abave. The sahject matter is found on pages |
MDDOISNO’!‘ALT!:I MIGHT BE CONSIDERED TO ALTER the general nsture of the invention in a
mauner which would require the U.S. application to have been made available for inspection by the appropriate defense
agencies ynder 35 U.S.C. 181 and 37 CFR 5.1. See 37 CFR 5.18

oL D A Response to an Invitation from the RO/US, The following documenty(s) is (are) enclosed:

= [

A [0  ARequest for An Extension of Tims 1o File s Response

R [  APower of Atomey (General or Regulsr)

C D Replacement puges:
pagn of the request (PCT/RO/101) pages of the figares |
| pages of the description pages of the abstract |
pegm of the clzims

D [[] Submission of Priority Documents

Priority document ‘ Priority document
E [] Feesnsspecificd on atiached Fea Calculation sheet form PCT/RO/101 sanex
Iv.L_| A Request for Rectification under PCT 91 L] A Petition L] A Sequence Listing Disksits

V. ﬁ Other (please specify):

PTO-1382 (Rev. 4-1995)

The [ Aspllcam  BLAIRQ FERGUSON
signing this 'ﬁ Attomey/Agent (Reg. No.) A “Typed name of signer
form Is the:

[[] CommonRepresentive r
Copyright 1996 Lagshealt ! U.S. Department of Commeree; Patent and Trademark Office
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% Bristol-Myers Squibb Company

Chestnut Run Plaza 974 Cemre Road Wilmingion, DE 19805 302 992-5000

'\

ATTORNEY DOCKET NO.: PH-7103

IN THE UNITED STATES RECEIVING OFFICE (US/RO)

International Application No.: PCT/US01/25685

Intemational Filing Date: 16 August 2001

Applicant: DuPont Pharmaceuticals Company
Box PCT

Assistant Commissioner for Patents
Washington, D.C. 20231

Attention: RO/US

The above-identified International Application was filed In the name of DuPont
Pharmaceuticals Company on the date Indicated above. As of October 1, 2001, the
name of the Assignee In this applicatlon was changed from DuPont Pharmaceuticals
Company to Bristol-Myers Squibb Pharma Company. The new malling address Is
Patent Department, P.O. Bax 4000, Princeton, N1 08543-4000.

Applicant hereby respectfully requests that entry of this name change to the
permanent record of the subject International Application be made.

BRISTO QUIBB PHARMA COMPANY
Peter L. Dolan

Agent for Applicant

Registration No. 46,307
Phone: 302/992-4528
Date: October 16, 2001
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BRISTOL-MYERS SQUIBB PHARMA COMPANY

PETER L. DOLAN

PATENT DEPARTMENT

P.O. BOX 4000

PRINCETON, NJ 08543-4000

b
Under Secretary of Commerce Far intellectual Proglrty a
Director of the Unitad States Patent and Trade Offi
Washington, DC 31
www.uspio.gov
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» .TENT APPLICATION ASSIGNME..T ‘55
We, the undersigned

ALAN P. CARPENTER, JR. AND GREGORY C. SLACK
Hereby declare that

We are the trus and first inventors of an invention entitied GAS MICROSPHERE LIFOSOME COMPOSITES FO
ULTRASOUND IMAGING AND ULTRASOUND STIMULATED DRUG RELEASE (and which is identifi
Case Number PH-7103) and which is disclosed in an application for Letters Patent in the United States of America. ‘\

For valuable consideration, the receipt and adequacy of which is hereby acknowledged and in fulfillment of our pre-existing
obligation of assignment, we hereby: .

L. Sell, assign, and transfer unto DuPont Pharmacenticals Company, a General Partnership organized and existing under the
Iaws of the State of Delsware in the United States of America and having its principal place of business at Chestnut Run Plaza, 974
Centre Road, Wilmington, Delaware 19805, hercinafter referred to as the assignee, (A). the sole and entire right, and interest in
and to: (1) the aforesaid application for Letters Patent, (2) any priority rights derived from the aforesaid application for Letters
Patent by virtue of intellectual property for any and all member countries of the aforesaid International Convention or other treaty
or understanding, (3) any and all of our inventions, whether joint or sole, disclosed in the aforesaid application for Letters Patent,
(4) any and all applications for Letters Patent for any such inventions in any country whatsoever, (5) any and all patents for any
such inventions in any country whatsoever; and (B) the sole right to (1) file such applications in its name or curs, (2) file such
spplications under the sforesaid International Convention ar other treaty or understanding, (3) have said patents granted in its

name or ours, and (4) enforce said patents and to sue for and recover profits and damages for any and all infringements thereof
whether past or future; and

II. Agree, whenever requested, to communicate to said assignee, its successors, assigns, and legal representatives, any facts
known to us respecting said rights, to testify in any legal proceeding respecting said rights, to execute all applications, papers or
instruments necessary or required by said assignee, its successors, assigns and legal representatives, to carry into effect any of the
provisions of this instrument, and generally 1o do everything possible to aid said assignee, its successors, assigns, and legal
representatives to obtain and enforce proper patent protection for said inventions in any and all countries.

We further authorize our sttorney/patent agent to insert below* the application number and filing date of the aforesaid United

Sttes application now identified as Case Number. After the same shall have been made known to him/her by the United States
Patent Office.

Date: MZS— 200/ Date: 14011-'5"" 29 _zcol
J ,
e G e (1S) ﬁ% C dhh s

Alan P. Carpenter, Jr. G C. Slack

*The application referred to abave (Case No.PH-7103) was filed in the Unitcd States Patent Office on
August 16, 2001, and was given Application No. 09/931,317.

This ingertion made by me this 21 dayof B

Peter L. Dolan/AGENT FOR APPLICANTS
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FILING DATE: 12/04/2001
IS8UR DATE:

FILING DATE: 12/04/2001
ISSUE DATE)

FILING DATE: 12/04/2001
ISSUE DATE:

FILING DATE: 10/08/1999
ISSUE DATE: 03/05/3002

PILING DATE: 11/37/2001
IBSUE DATE:

FILING DATE: 11/27/2001
IBSUE DATE:

FILING DATE: 11/20/2001
IESUR DATE:

FILING DATE: 03/14/2001
IBSUE DATE:

" ‘FILIRG DATE: 08/13/2000

ISSUR DATE:’

FILING DATE: 10/18/2000
ISSUE DATHE:

AN



NOv. Z6. 2002

2:81PM S5

012607/0038 PACR 7

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMRER:
PATENT NUMBER:

SERTAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER)

SERTAL NUNMBER:
PATENT NUMRER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERTAL NUMBRR:
FATENRT NKUNBER:
SERTIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER)
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMRER:
PATERT NUMBER:

SERIAL NUNBER:
PATENT NUMBER!

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERTAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERTAL NUMBER:
PATENT NUMBER!:

BERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUNBER:

09906963

05684718

09686523

09687603

09687192

09704306

09704305

10005938

09456442

09597400

09465548

e3¢ 7lea

094698235

09738666

09465287

09728653

09788227

09909731

FILING DATE:
ISSUE DATE:

FILING DATE;
ISSUE DATE:

FILING DATE:
ISSUE DATE:

FILING DATR:
ISSUE DATE:

FILING DATR:
ISSUE DATE:

FILING DATE:
ISSUE DATE:

FILING DATE:
ISSODE DATE:

FILING DATE:
ISSUE DATE:

FILING DATE:
ISEUE DATE:

FILING DATE:
ISEUE DATE:

FILING DATE:
ISSUE DATE:

FILING DATE:
ISEUE DATE:

FILDNG DATE:
ISSUE DATE:

FILING DATE:
ISSUE DATE:

FILING DATR:
IBSUE DATE:

PILING DATE:
IASUE DATE:

FILING DATE)
ISSUE DATE:

FILING DATE:
ISSUE DATE1

NO. 550

07/16/2001
10/07/2000
10/11/2000
10/13/2000
10/13/2000
11702732000
11[0?!2000
10/11/2000
?2[03!3001
12/17/1999
06/21/2000
12/17/1999
12/22/1999
14/15/2000
12/17/1999
12/01/4000
02/16/2001

07/20/2001
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SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER1

BERTAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER)

SERIAL NUMBER!:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
FPATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT MUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERTAL NUMEER:
PATENT NUMBER:

SERTAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERTAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER/
PATENT NUNBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERTAL NUMBEWN:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMHER:
PATENT NUMBER:

SERTAL NUMBER)
PATENT NUMBER:

05808832
50252652
09811116
60255539
05811233
09795410
095;0030
08824996
05824868
09817957
09823820
09845867
09825311
038243945
09871840
08878579
09832455

FILING DATE:
ISSUE DATE:

FILING DATE:
ISSUE DATE:

FILING DATE:
IBSUE DATE:

FILING DATE:
ISSUE DATE:

FILING DATE:
ISSUE DATE:

FILING DATE:
ISEUE DATE:

FILING DATE:
IASUE DATE)

FILING DATE:
IBSUE DATE:

FILING DATE\
IGSUE DATE:

FILING DATE:
ISSUE DATE:

FILING DATE:
ISSUE DATE:

FILING DATE:
IESUR DATE:

FILING DATE:
ISSUE DATE:

FILING DATE:
ISSUE DATR:

FILING DATE:
IBSUE DATE:

FILING DATE:
ISSUE DATE!

FILING DATE:
IBEUE DATE:

FILING DATE:

ISSUR DATE:

NO. 558

03/15/2001

11,20/2000

0371672001

12/14/2000

03/16/2001

03/28/2001

03/31/2000

04/03/2001

0470372001

03/37/2001

03/31/2001

04/30/2001

04/03/2001

04/03/2001

06/01/2001

06/11/2001

04/11/2001

06/15/2000

P.5/55



NOV . 26, 2002

2:82FM
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012607/0038 PAGE 9

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SRRIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERITAL WNUMBER:
PATENT NUMBER,

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBRR:

BERTAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMHER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBERI
PATENT NUMNHER1:

SERIAL NUMBER:
PATENT RUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER1

SERIAL NUMBER!
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUNMBER

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER1

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERTAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMRER:
PATENT NUMBER)

SERIAL NUMBER:
PATENT NUNBER:

09594008
098685550
098387936
05887850
50246124
09892319
09899639
09895138
09896939
05611853
09898326
05902845
09?0193?
09905097
602084856
09508995
09?05430 '

60219754

Tlca

FILING DATE:
ISSUE DATE:

FILING DATE:
ISEUE DATE:

FILING DATE:
ISSUE DATE:

FILING DATE:
IBSUE DAIR:

FILING DATRE:
ISSUE DATE:

FILING DATE:
ISSUE DATE:

FILING DATE:
ISSUE DATE:

FILTNG DATE:
ISSUR DATE:

FILING DATE:
ISSUE DATE:

FILING DATE:
ISSUE DATR:

FILING DATE:
IBEUE DATE:

FILING DATE:
ISSUE DATE:

FILING DATE:
IBBUB DATE:

FILING DATE:
ISSUE DATE:

FILING DATE:
ISSUR DATE:

PILING DATE:
ISSUR DATE)

PILING DATE!
ISSUE DATE:

FILING DATE:

. ISSUE DATR:

NO. 588

06/15/2000

0&§/20/2001

06/22/2001

06/22/2001

1170672000

06/a37/2001

07/05/2001

0672972002

06/3%9/3001

07/07/2000

07/03/2001

07/11/2001

07/10/2001

07/13/3001

0471972001

07/15/2001

07/18/2001

07/128/2000

iﬂlﬂVEB\tijll

4

N\
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012607/0038 PAGE 10

SERTAL NUMBER:

PATENT NUMBER:

SERTIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERTAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATERT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATERT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERTAL NUMBER,
FATENT NUMBER:

SERJAL NUMBER)
PATENT NUMBER1

SERIAL NUMEBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL WUMBER:
PATENT NUMBER)

SERTAL NUMBER):
PATENT NUMBER:

SERTAL KUMBER

PATENT NUMBER: .

SERIAL NUMBER}
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER!

SERIAL NUMBER1
PATENT NUMBER:

09908136

60219389

09908431

09508835

09912950

09960040

09554379

09684738

60242557

60346107

60313552

60246123

60246108

60254116

10000820

60251213

60255290

60256835

FILING DATE:
ISSUE DATR:

FILING DATE:
ISSUE DATE:

FILING DATE:
IBSUZ DATE:

FILING DATE:
ISSUE DATE:

FILING DATE:
ISSUE DATE:

FILING DATE:
ISSUE DATE:

FILING DATE:
ISSUE DATE:

FILING DATE:
IBSUE DATE:

FILING DATE:

" ISSUE DATE:

FILING DATE:
ISEUE DATE:

FILING DATE:
ISSUE DATE:

FILING DATR:
ISSUE DATE:

FILING DATE:
ISSUE DATE:

FILING DATE:
ISSUE DATE:

FILING DATE:
ISSUR DATE1

FILING DATE:
ISSUE DATE:

FILING DATE:
ISSUE DATE:

FILING DATR:
ISSUE DATE:

07/18/2003
07/19/2000
07/18/2001
07/19/2001
07/25/2001
08/21/2001
09/17/2001
10/07/2000
10/23/2000
11/06/2000
08/30/2001
11/06/2000
11/06/2000
12/08/2000
1173072001
12/01/2000
12/13/2000

12/720/2000

NO. S8R P, 11,53 C*EZ)

N\
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012607/0038 PAGE 11

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMRBER;

SERTAL NUMBER:
PATENT NUMRER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATEMT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERTAL NUMBER:
PATENT NUMBER:
SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERTIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERTAL NUMBER
PATENT NUMBER:

BERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER):

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERTAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERTAL NUMBER:
_ PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBEX:
PATENT NUMBER:

SERTAL NUMBER:
PATENT NUMBER!:

SERIAL KUNBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUNBER:
PATENT NUMBER!

560256504

60256740

60256745

60256765

50236821

60265437

09563175

19369766

60250957

60269243

60255168

60275331

60275403

60378173

60278165

60275214

60479217

FILING DATE:
ISSUE DATE:

PILING DATE:
ISSUR DATE:

FILING DATE:
ISSUE DATE:

FILING DATE:
ISSUR DATE:

FILING DATE:
IBBUR DATE:

FILING DATE:
IBSFUE qlﬂ!:

FILING DATE:
ISSUE DATE:

FILING DATE:
ISSUE DATE:

PILING DATE:
ISSUE DATE:

FILING DATE:
1B5BUE DATE:

FILIRG DATE:
ISHUR DATE:

FILING DATE:
ISSUE DATRE:

FILING DATE.
ISSUE DATE:

FILING DATE:
ISSUE DATE:

FILING DATE:
ISSUE DATR:

FILING DATE:
ISSUE DATE:

" FILING DATE:

IESUE DATE:

FILING DATE:
ISSUE DATE:

12/20/2000
12/20/2000
12/20/2000
12/20/2000
12/20/2000
01/31/2001
05/02/2000
05/12/2000
01/11/2001
01/11/2001
02/16/2001
12/13/2000
03/13/2001
03}1312001
03/23/2001

03/23/2001

03/28/2001
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SERTAL NUMBER1
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUNBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMEER:

SERIAL NUMBERI
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMEER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER)
PATERT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:!
PATENT NUMBER!

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

STRIAL NUMBER:
PATENRT NUMBER:

SERTAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:

PATENT NUMBER: .

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT KUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

60275898
60272441
60372434
60282438
60270188
60284818
60285638
60244052
60292665
60293571
60303519
60204084
60304931
60306999
60305067
60284614
60290706

§0284615

FILING DATE:
ISBUE DATE:

FILING DATE:
ISSURE DATE:

FILING DATE:
ISSUE DATE)

FILING DATE:
ISSUE DATE:

FILING DATE:
ISSUR DATE:

FILING DATE:
ISSUR DATE:

FILING DATE:
ISSUER DAIE:

FILING DATE:
ISSUE DATE:

FILING DATR:
ISSUR DATE:

PILING DATE:
ISSUR DATE:

FILING DATE:
ISS0R DATE:

FILING DATR:
ISSUE DATE:

FILING DATE:
ISBUE DATE:

FILING DATE:
IBSUE DATE)

FILDNG DATE:
ISSUE DATE:

FILING DATE:
ISBUE DATE:

FILING DATE!
ISSUE DATE:

FPILING DATE:
ISSUE DATE:

NO. 558 . 135s55 )/

03/15,2001
03/01/2001
03/01/2001
04/08/2001
032/21/2001
04/19/2001
04/20/2001
10/27/2000
05/232/2001
05/25/2001
07/06/2001
07/10/2001
07!i2!2001
07/20/2001
07/13/2001
04/18/2001
03/14/2001

04/18/2001
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SERIAL NUMRER:
PATENT NUMBER:

SERTAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER)

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER)
PATENT NUMBER:

SBERTAL MUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBERi
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBRR:
PATENT NUMBER:

EERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER!
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:
SERTAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERTAL WUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBERI:
PATENT RUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

60311466
§0313052
60315575
50317529
603108285
09213083

6077438

09415541
6310571

08859495
§245937

08281153
5807683

09102600
091164135
092723396
09185450
6066848

60260719
60318707
60322630

60313549

60324165

FILING RATE: 08/11/2001
ISSUE DATE:

FILING DATE: 08/17/2001
ISSUE DATE:

FILING DATE: 0B/29/2001
ISSUE DATE:

FILING DATR: 05/06/2001
ISSUE DATE:

¥ILTING DATE: 09/10/2001
I8SUE DATE:

FILING DATR: 12/23/1998
ISSUE DATE: 06/20/2000

FILING DATE: 10/08/1998
IS3UB DATE: 04/03/2001

FILYNG DATE: 10/28/1997
IBSUE DATE: 06/12/2001

FILING DATE: 07/26/199%4
ISSUE DATE: 09/15/1998

FILING DATE: 06/22/1998
ISSUE DATE:

FILING DATE: 07/15/19%8
ISSUE DATE:

FILIRG DATE: D3/18/1999
ISSUE DATE:

FILING DATE: 11/03/1998
ISSUE DATE: 05/23/2000

FILING DATE: (1/10/2001
IBSUE DATEI

FILING DATE: 05/13/2001
ISSUE DATE:

FILING DATE: 09/17/2001
ISSUR DATE:

PILING DATE: 08/20/2001
IBSUR DATE:

FILING DATE: 05/21/2001
ISSUE DATE:

F.l4,55

y
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SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBERI:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PIEIHT_NUlﬁina

SERTAL NUMBER:
PATENT NUNBER:

SERTAL NUMBER:

PATENT NUMBER: -

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERTAL NUMBER;
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER)
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
. PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NDMBER:
PATENT NUMBER:

§0323042
60323166
60324874
08040336
09417678
05704304
08943659
09285400
09456110
09285280
Q3191672
08591444
09281474
09599295
09621563
05534893
ﬂ!f‘ﬁﬁlﬂ '

FILING DATE:
ISSUE DATE:

FILING DATE:
ISSUE DATE:

FILING DATE:
ISSUE DATE:

FILING DATE:
ISBUE DATE)

FILING DATE:
ISSUE DATE:

FILING DATE:
ISSUE DATE:

FILING DATE:
ISSUE DATE:

PILING DATE:
ISSUE DATE)

FILING DATE:
ISBUE DATE:

FILING DATE:
ISSUE DATR:

FILING DATE:
ISSUE DATE:

FILING DATE:
ISSUE DATE:

FILING DATE:
ISSUE DATE:

FILIRG DATE:
ISEUE DATE:

FILING DATE)
ISSUE DATE:

FILING DATE:
ISSUE DATE:

FILING DATE:
ISBUE DATE:

FILING DATE:
ISSUE DATE:

NO. 588

09/18/2001
08/18/2001
09/26/2001
03/30/1993
10/14/1999
11/02/3000
10/03/19%7
04/02/1959
1270871959
04/02/19%9
11/13/19%8
05[0!}2000
03/30/1999
06/21/2000
07/,21/3000°
03/24/2000
12/17/1999

06/21/2000

P.15/53
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SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUNBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERTAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SBERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL ‘NUMBER)
PATENT NUMBER:

SERIAL NUNBER:
PATERT NUMRER:

SERTAL NUMBER)
PATENT NUMBER:

EERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERTAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATERT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER!

09281209
09465300
09599364
09948807
09947783
09948390
09660377
09281050
09466582
09599365
07430893
09783245
09783248
09826449
09926549
09859361
09931317

10002355

FILING DATE:
ISSUE DATE:

FILING DATE:
ISSUE DATE:

FILDIC DATE:
ISSUR DATE:

FILING DATE:
IBSUE DATE:

FILDG DATE:
ISSUE DATE:

FILING DATE:
ISSUE DATE:

FILING DATE:
ISSUE DATE:

FILING DATE:
IESUE DATE:

FILING DATE:

" ISSUE DATE:

PILING DATE:
ISSUE DATE:

FILING DATE:
IS8UE DATE:

FILING DATE:
ISSUE DATE:

FILING DATE:
ISSUE DATE:

FILING DATE:
ISSUE DATE:

FILING DATE:
ISSUE DATE:

FILING DATE:
TSSUE DATE:

FILING DATE:
ISSUR DATE:

FILING DATE)
ISSUE DATE:

- . 16/53 \R%

03/30/1999

13/17/1999-

06/21/2000
09/07/2001
09/07/2001
09/07/2001
09{12!2000
D03/30/199%
12/17/1999
06/21/2000
10/31/1989
02/14/2001
02/14/2001
0470%5/2001
04/03/2001
05/17/2001
08/16/2001

11/02/2001

AN



:
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SERTAL NUMBER\
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUNMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMRBER:
PATENT NUMRER:

SERIAL MNUMBER:
PATENT NUMBER:

SERTAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER)

BERIAL NUMBER:
PATENT RUMBER!

SERIAL NUMBER
PATENT NUMBER

SERTAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

60245554

60243370

60248299

09955388

60253324

60260615

602855159

§0271389

§0270954

60281057

60310838

§0310762

06336764

4355041

06349201
4548946

06567411
4461773

06570450
4590208

07102428
4830282

NO. 568

FILING DATE: 11/03/2000
ISSUE DATE:

FILING DATR: 10/26/2000
ISSUR DATE:

FILING DATE: 11/14/2000
ISBUE DATE:

FILING DATE: 11/27/2001
ISSUE DATB:

FILING DATE: 11/327/2000
ISSUE DATE:

FILING DATE: 01/08%/2001
ISSUE DATE:

PILING DATE: 01/09/2001 .

ISSUE DATE:

FILING DATE: 02/02/2001
ISSUE DATE:

FILING DATE: 02/36/2001
IBSUE DATE:

FILING DATE: 02/23/2001
IBSUE DATE:

FILING DATE: 04/03/2001
IBSUE DATE:

FILING DATE: 08/08/2001
ISSUE DATE:

FILING DATE: 08/08/2001
IBSUE DATE:

FILING DATB: 01/04/1982
ISSUE DATE: 10/19/19%82

FILDNG DATE: 02/22/1982
IBSUR DATE: 10/32/1965

FILING DATE: 01/05/1984
IBSUE DATE: 07/24/1984

FILING DATE: 01/17/1%44
ISSUR DATE: 05/20/1986

FILING DATE: 09/29/1587
ISSUE DATE: 04/11/1989

P. 1?/53 aq

s

ST



M. ED. S8 SBGPM &5 252 ?i24

012607/003B PAGE 17

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMRER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMRER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUNBER:
PATENT NUMBER:

SERTAL NUMBER:
PATERT NUMBER:

SERTAL NUMEER:
PATENT NUMBEER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT RUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER)

SERIAL NUNBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL WUMBER(
PATENT NUMBER:

068678680
47458712

06713464
4668683

06803191
4705799

06741762
4636539

06730064
4673565

06700654
4569937

06692412
46319454

06839512
4833164

Q07324533
4506636

07324534
45854335

07327717
4985442

07445776
5026759

07391406
4950617

07060203
4889862

06863045
4673679

06944953
4760083

g7123150
4876259

07234382
5173488

NO. 558

FILING DATR: 12/05/1984
ISSUE DATE: 06/07/1988

PILING DATE: 05/14/19853
ISSUE DATE: 05/26/1987

PILING DATR: 12/02/1988
ISSUE DATE: 11/10/1987

FILING DATE: 06/10/1985
ISSUE DATE: 12/02/1966

FILING DATE: 05/03/1985
ISSUE DATE: 0&/16/1987

FILING DATE: 02/11/1885
ISSUR DATE: 02/11/1986

FILING DATE: 01/17/1985
ISSUE DATE: 01/27/1987

FILING DATE: 03/15/1586
ISSUR DATE: 06/23/1989

FYILING DATE: 03/16/1589
ISEUR DATE: 03/06/1990

FILIMNG DATE: 03/16/1889
ISSUB DATE: 01/15/1991

FILING DATE: 03/23/1989
ISSUE DATE: Q01/15/1991

FILING DATE: 12/04/1989
ISSUB DATE: 0§/25/1391

FILDXI DATE: 07/27/198%
ISSUER DATE: 02/05/1991

FILING DATB: 06/10/1987
ISSUR DATE: 12/26/158%9

FILING DATE: 05/14/1986
ISSUE DATE: 06/16/1987

FILING DATE: 01/05/1587
ISSUE DATE: 07/26/1988

FILING DATE: 12/07/1987
ISEUR DATE: 10/24/1989

FILING DATE: 08/23/1988
ISSUE DATE: 12/22/1882
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SERTAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER!

BERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SBERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER)
PATENT NUMBER:

SERIAL NUNBER:
PATENT NOMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

BEERIAL NUMBER:
PATENT NUMBERI

SERTAL NUMBER:
PATENT m:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER1

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:
SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERTAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER;
PATENT NUMBER:

07953274
5300642

07953273
3434264

07106358
4801600

07233828
419210869

07497211
4985429

07497212
5032605

07497213
€963268

07497314
503609

07497215
5036092

07497216
5039690

07071028
4876265

07362681
4929627

07455882
5010085

07455887
5043350

07134261
49532232

074232423
4980367

07423256
4965281

07423250
4965280

FILING DATE: 09/30/1992
ISSUE DATE: 04/05/1994

FILING DATE: 09/30/1992
ISBUE DATE: 07/18/1955

FILING DATE: 10/09/15987
ISSUE DATE: 01/31/1989

FILING DATE: 08/15/1588
IGSUE DATR: 05/01/1990

FILDNG DATE: 03/15/1980
ISSUE DATE: 01/13/31991

FILING DATE: 03/15/1950
ISSUE DATB: 07/16/1991

FILING DATE: 03/15/19590
ISSUE DATE: 10/23/19%90

FILING DATE: 03/15/19%0
ISSUE DATE: 07/30/1951

FILING DATE: 03/15/19%0
IBSUE DATE: 07/30/1991

FILING DATE: 03/15/1990
ISSUE DATE: 08/13/1991

FILTNG DATE: 07/16/1987
ISSUBR DATE: 10/24/15885

PILING DATE: 06/07/1988
IS8U8 DATE: 03/29/1330

FILING DATE, 12/21/1988
ISBUE DATE: 04/33/19391

FILING DATE: 12/21/198%
ISSUB DATE: 08/27/15991

FILING DATE: 13/17/1987
ISSUE DATE: 08/28/1950

PILING DATE: 10/1B/198%
ISSUE DATE: 12/35/1%90

FILING DATE: 10/18/158%9
ISSUR DATE: 10/23/1590

FILING DATE: 10/18/1989

IBSUE DATE: 10/23/1990
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SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER!:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUNMBER.
PATENT NUMBER:

SERIAL MNUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER\.

SERTAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER!

BERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERTAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL MNUMBER:
- PATENT NUMBER:

SERTAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERTAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERTAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERTAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

07602341
5084465

07376457
4977173

07230448
4859692

07358999
5019650

073958996
5086063

07244170
4300744

07325809
494086801

07558129
5130316

07558131
5043442

07925452
5254577

07275193
5015651

07458938
5081127

07458333
5043349

07666593

5093346

07711964
5189048

07925534
5315013

07836323

5428042

072935322
5093351

FILING DATE: 10/23/1990
ISSUE DATE: 01/28/1992

FILING DATE: 07/07/1989
ISSUE DATE: 12/11/1990

FILING DATE: 08/10/1988
ISSUE DATE: 08/22/1989

FILING DATE: 08/28/1989
ISSUE DATE: 05/28/1391

FILING DATE: 08/28/1989
ISSUE DATE: 02/04/19%2

FILING DATE: 09/14/1988
IBSUE DATE: 02/13/1990

PILING DATE: 07/29/1988
ISSUE DATE: 08/14/1990

FILING DATE: 07/25/1950
IBBUE DATE: 07/14/1992

PILING DATE: 07/24/1950
ISSUE DATE: 08/27/1991

FILING DATE: DB/14/199%2
ISSUE DATR: 10/15/1993

FILING DATE: 132/06/19088
ISSUE DATE: 05/14/1991

FILING DATE: 03/36/1950
ISEUR DATRE: 01/14/1992

FILING DATE: 03/36/19%0
IBBUE DATE: 08/27/1991

PILING DATE: 03/08/1991
ISSURE DATE: 03/03/1592

FILING DATE: 07/10/1591
ISSUE DATE: 03/23/1993

FILING DATE: 08/05/1992
ISSDE DATE: 05/24/1994

FILING DATR: 03/04/1992
ISSDE DATE: 06/27/15995

FILING DATE: 01/05/1598%
IBSUE DATE: 03/03/1992
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SERTAL NUMBER:
PATENT NUMBER|

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:
SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

BERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SHRIAL NUMBER:
PATERT NUMBER;

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER)

SERIAL NUMBER
PATENT NUMBER:

SERIAL NUNRER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

07469854
§049570

073358122
5109125

07543820
5166148

07968933
5314687

07362284
4965066

083567481
5696119

07805044
5206249

08023633
3329048

08249773
5461176

07545831
5166147

07979679
5433188

08401599
5580871

08047883
3354867

079500540
5254546

07796097
5173454

07464432
3087628

07655444
5180729

07797598
5179112

NO. 558

FILING DATE: (01/23/1990
ISSUE DATE: 09/17/1581

FILING DATE: 04/07/1989
ISSUE DATE: 04/28/1992

FILING DATE: 07/09/19%0
ISEUE DATE: 11/24/1992

FILDX DATE: 10/30/1992
ISSUE DATE: 05/24/1994

FILING DATE: 06/06/1989
ISSUE DATE: 10/23/15%0

FILING DATR: 12/28/1994
ISSUB DATE: 12/09/1957

FILING DATE: 12/11/1551

ISSUE DATE: 04/27/1993

FILING DATE: 03/16/1993
ISSUE DATE: 07/12/159%4

PILING DATE: 05/326/1994

"ISSUE DATE: 10/34/1995

FILING DATE: 07/09/1990
ISSUE DATE: 11/24/19%2

FILING DATE: 11/20/19%2
ISBUE DATE: 07/11/1995

FILING DATE: 03/09/1995
ISSUE DATE: 12/03/1996

FILING DATE: 04/15/1993
ISSUE DATB: 10/11/1994

FILING DATE: 06/18/1892
ISSUE DATE: 10/15/1993

PILING DATE: 11/21/1991
ISSUE DATE: 12/22/1992

FILING DATE: 01/12/1950
ISSUE DATE: 02/11/1992

FILING DATE: 02/22/1581
ISSUE DATE: 01/15/1953

FILING DATB: 11/25/1891
ISSUR DATE: 01/12/1993

F.21/53

A\
¢



MOv.Z5.2082  2:@5°M 58S 252 7124

012607/0038 PAGE 21

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBEER!

BERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER|

SERIAL NUMBER
PATENT NUMBER

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMNRER:
PATENT NUMHER)

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

EERIAL NUMRBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER.

SERTAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMDER;
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBERI
PATENT NUMBER:

SERTAL NUMBER:

PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER!:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER)
PATENRT NUMBER:

073852216
S171745

07652034
5704297

07770461
5175002

07892146
5275821

07889896
5358946

075086022
5152784

08124323
5414004

5532247

07883892
5478830

07747022
5460335

07655442
5162341

08296998
5491149

07820533
5290764

08219396
5488110

07820013
5254336

08461611
5635477

078274439
5185447

07821571
5272269

NO. 568

FILING DATE: 07/13/1990
ISSUE DATE: 12/15/1992

FILING DATE: 02/06/1991
ISSUE DATE: 01/06/1998

PILING DATE: 10/02/1991
ISSUE DATE: 12/29/15892

FILIRG DATE: 06/05/1992
IBSUE DATE: 01/04/1994

PILING DATE: 05/2971992
ISSUR DATE: 10/35/1954

FILING DATE: 06/26/1992
ISSUE DATE: 03/09/1993

FILING DATE: 09/20/1993
ISBUR DATE: 03/09/1955

FILING DATE: 02/33/1995
ISSUE DATE: 07/02/1996

FILING DATE: 05/29/1992
ISSUE DATE: 12/26/1995

FILING DATE: 08/19/1991
TSSUR DATE: 11/09/1993

FILING DATE: 03/23/1991
ISBUE DATE: 11/10/1992

FILING DATE: 08/26/1994
ISSDE DATR: 02/13/1996

PILING DATE: 01/14/1992
ISSUR DATE: 03/01/1994

FILDNG DATE; 03/29/1994
ISSUR DATE: 01/30/1996

FILING DATE: 01/10/1992
ISSUE DATE: 10/19/1993

FILTNG DATE: 06/05/1955
ISSUE DATE: 06/03/1997

FILING DATE: 01/29/1952
ISSUE DATE: 02/09/1993

FILING DATE: 01/16/19923
ISSUE DATE: 12/21/1983

F.22/53

b\
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SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER)

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMRER:
PATENT NUMBER:

SERTAL NUMRER:
PATENT NUMBER:

BERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER)

SERTAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

BERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERTAL NUMBER
PATENT NUMBZR:

BERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SBRIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER!
PATENT NUMBER:

SERTAL NUNBER1
PATENT NUMBBR:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERTAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUNBER:

SERIAL RUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATERT NUMBER:

08117211
5424430

08312488
5532249

08620643
5698559

08393017
5518133

07515132
5026635

07324027
5562805

Q7317177
5153310

07311513
4983518

06320773
4582855

06401752
4466965

06460616
4830581

06733879
D2397570

06813732
4755527

06784435
4798824

06908140
4705042

07356948
4925060

06468040
4485109

06558362
4455082

NO. Se2

PILING DATE: 05/10/19923
ISSUE DATE: 06/13/19595

FILING DATE: 09/26/1994
ISSUE DATE: 07/02/19%6

FILING DATE: D3/25/1996
ISSUE DATE: 12/16/15997

FILING DATE: 02/21/1995
ISSUE DATE: 05/21/1996

FILING DATE: 04/26/1990
I88US DATE: 06/25/1991

PILING DATE: 03/20/198%
ISSUE DATE: 10/08/1996

PILING DATE: 02/28/1989
ISSUE DATE: 10/06/1992

FILING DATE: 02/16/1989
ISSUE DATE: 01/08/19%1

PILING DATE: 11/12/1981
ISSUE DATE: 04/15/1386

FILING DATE: 07/36/1982
ISSUE DATE: 08/21/13584

FILING DATE: 01/24/1583
ISSUE DATE: 07/25/1589

FILING DATE:; 11/01/1585
ISSUR DATE: 09/06/13588

FILING DATE: 12/27/1985
ISSUB DATE: 07/05/1988

FILING DATE: 10/03/1985
ISSUE DATE: 01/17/1983

PILING DATE: 09/19/1986
ISSUE DATE: 11/24/13987

FILING DATE: 05/25/15@8%
ISSUR DATE: 05/15/1380

FILING DATE: 02/25/1983
IBSUE DATE: 11/27/19%84

FILING DATE: 12/05/1983
ISSUE DATE: 02/12/1985

.23-53

O
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SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERTAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT RUMBER:

SERTAL NUMBER:
PATENT NUMBER:
SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMHEER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBRR
PATENT NUMBRR:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
FATENT NUNMBER:

SERIAL NUNBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER!:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT KUMDER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMRER:
PATENT NUMBER:

07178368
5187157

07848295
5242904

07852023
5250720

07714042
5294720

08167659
5430155

07507693
5470967

08381876
58331344

08302395
5556619

08604212
5726204

08746259
5667774

08962873
5874522

08364338
5563127

08690220
5698538

08770546
S811423

08329039
5658885

07913963
5326770

08216841
5594001

0B664631
5950132

FILING DATE: 04/06/1988
ISSUE DATE: 032/16/1983

FILING DATE: 03/09/1992
ISSUE DATE: 09/07/1993

FILING DATE: 03/09/1992
ISSUE DATE: 10/05/1993

FILING DATE: 05/31/1991
ISBUE DATE: 03/15/1994

FILING DATE: 12/17/1993
ISSUE DATE: 07/04/1395

FILING DATE: 04/10/195%0
ISBUE DATE: 11/28/1995

FILING DATE: 02/17/1995
ISEUE DATE: 05/27/1997

FILING DATB: 03/24/1994
IBSUE DATE: 03/17/1996

FILING DATE: 05/22/1996
ISSUB DATE: 03/10/1598

FILING DATE: 11/07/1996¢
ISSUE DATR: 09/16/1887

FILING DATE: 11/03/1997
ISSUE DATR: 02/23/1599

FILING DATE: 12/27/1994
ISSUE DATRE: 10/08/1996

FILING DATE: 07/36/1996
ISSUE DATE: 12/16/1997

FILING DATE: 11/23/1996
ISSUE DATE: 09/22/1998

FILING DATE: 10/25/1994
ISEUR DATE: 08/19/1997

FILIRG DATE: 07/17/1992
ISSUR DATE: 07/05/1994

FILING DATE: 03/28/19%
ISSURE DATE: 01/14/19%7

FILING DATE: 06/17/1996
IBAUE DATE: 11/23/1999
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SERTAL WUMBER:
PATENT NUMBER:

SERTAL KUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
. PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENRT NUMBER!:

SERTAL NUMBER:
PATENT MNUMBER:

SERTAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERTAL MUMBER:
PATENT NUMBRER:

SERIAL NUMBER:
PATERT NUMBER!

SERIAL NUMAER:
PATENT NUMRER:

SERIAL NUMBER:
"PATENT NUMBER:

BERIAL NUMBER)
PATENT NUMBER,

SERIAL NUMBER:
PATEMT WUMBER:

EERJAL RUMHER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER)
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER)

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

07881033
5364875

07921051
5341023

0803637a
5384410

07518836
5380755

08016553

5376664

08040771
5411577

08338577
§773411

08020424
58496393

08268610
5637780

08777645
5877312

08040324
5663333

08862560
5877170

09143635
5393806

08370333
56108944

08216723
5491152

08016555
§353070

08371624
5817749

08070826
5308831

NO. 5&@

FILING DATE: 05/11/1992
ISSUR DATE: 11/15/195¢4

FILING DATE: 07/29/1992
ISSUR DATE: 056/14/1954

FILING DATK: 03/24/1993
ISSUE DATE: 01/24/1985

FILING DATE: 07/24/1992
ISBUE DATE: 01/10/1995

FILING DATE: 02/11/1993
ISSUE DATB: 12/27/1954

FILING DATE: 03/31/1933
ISSUR DATE: 05/02/1995

FILING DATE: 11/14/199%4
ISSUR DATE: 06/30/1998

FILING DATE: 03/12/1857
ISSUE DATE: 12/15/19398

FILING DATE: 06/30/1954
ISSUR DATE: 06/10/1997

FILIXKI DATE: 12/31/1996
ISSUE DATE: 03/02/1999

FILING DATE: 03/30/1993
ISSUER DATE: 09/02/1997

FILING DATE: 05/23/1957
ISEUR DATE: 03/02/1999

FILING DATE: 10/25/193%3
ISSUE DATR: 02/18/19%95

FILITNG DATE: 01/10/1995
ISSUE DATE: 04/0B/1997

FILING DATE: 03/23/19%4
ISSUE DATE: 02/13/13996

FILING DATE: 02/11/1993
ISSUER DATE: 10/25/1994

FILING DATR: 01/12/1995
ISSUR DATE: 10/06/159%8

FILING DATE: 06/03/1993
IBSUE DATE: 05/03/1954

P.25/535
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SERTAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATERT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

. SERTAL WUMBER:

PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERTAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUNBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMNBER:

SERIAL MWUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER!
PATENT NUMBER:

SERTAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER

‘DATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERTAL NUMBER
PATENT KUMBER

SERTAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER1
PATENT NUMAER:

08157860
5523302

08612597
5739163

08906349
§107301

08360248
5519143

08208243

$559110

083504861
6060462

08139444
5452964

08307441
5510495

08701112
5763469

08216724
5583147

08110643
5616378

08453436
58497236

00978295
6114328

08230562
5508400

08542747
5958962

09357748
6071518

08161117
5543317

08269320
5530134

NO.SS@  P.26-s3 ‘f§a)

FILING DATE: 11/24/1893
ISSUE DATE: 06/04/1996

PILING DATE: 03/08/1996
ISSUZ DATBE: 04/14/1598

FILING DATE: 08/05/1997
ISSUE DATE: 08/22/2000

FILING DATE: 09/19/1994
ISBUE DATE: 05/21/1996

FILING DATE: 03/08/1994¢
ISSUE DATE: 089/24/1396§

FILING DATE: 08/01/1997
ISSUE DATE: 05/09/2000

FILING DATE: 10/20/1993
ISSUE DATE: 10/31/1995

FILING DATE: 09/19/1994
ISSUE DATE: 04/23/1956

. FILDNG DATE: 08/21/1996

ISBUE DATE: 06/09/1598

FILTNG DATE: 03/23/1994
ISSUR DATE: 12/10/1896

FILING DATE: 08/26/1993
IBSUR DATE: 04/01/1997

FILING DATE: 05/31/1995
ISSUR DATE: 12/15/19%8

FILING DATE: 11/25/1997
ISBUR DATE: 09/05/2000

FILING DATE: 04/20/1994
ISSUE DATE: 04/16/19%6

FILING DATE: 10/13/1995
ISBUE DATE: 09/28/13%%

FILING DATE: 07/21/1999
ISSUE DATR: 06/06/2000

FILING "DATE: 01/13/19%4
ISSUE DATE: 08/06/1996

PILING DATE: 06/30/1994

18SUE DATR: 06/325/1996

X

=~
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SERTAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERTAL NUMBER!
PATENT NUMBERN:

SERTAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

PATENT NUNRER,

SERIAL RUMBER:
PATENT NUMBER!|

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT FUMBXR:
SERIAL NUMBER:
PATENT RUMBERR:

SERIAL MUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT WUMBER:

SERIAL NUMBHR:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT RUMBER:

SERTAL NUMBER);
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER)
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

08114712
5420040

08411251
5639759

08820222
5674441

09193366
6110910

08217911
5523408

08510933
5578609

08405573
5639733

08304614
5446056

0Ba&s702
5466797

08557254
5$710286

08006538
6054597

08343159
53631358

08654043
56981329

08389603
5641782

08314951
5383954

08753029
5932586

NO.553 F.27/55 6ﬂ

FILING DATE: 06/31/1993
ISSUE DATE: 06/27/1985

FILING DATE: 03/27/1995
ISSUE DATE: 06/17/1997

FILING DATE: 03/18/1997
ISSUE DATR: 02/23/1999

FILING DATE: 11/18/1998
ISSUE DATE: 08/29/2000

FILING DATE: 03/25/19%4
ISSUE DATE: 06/04/1996

FILING DATE: 08/03/1995
ISSUE DATE: 11/26/1996

FILING DATE; 03/24/1998 .

ISSUE DATE: 06/17/1997

FILING DATE: 09/12/1994
ISSUE DATE: 08/29/1995

FILING DATE: 06/30/1994
ISSUE DATE: 11/14/15895

PILING DATE: 11/14/19%5
ISSUE DATE: 01/30/1598

FILING DATE: 01/13/1998
JBSUE DATE: 04/25/2000

FILING DATE: 11/22/1954
ISSUE DATE: 10/08/1986

FILING DATE: 08/08/1996
ISSUR DATE: 11/35/1997

FILING DATE: 032/16/1395
ISBUB DATE: 06/24/199%7

FILING DATE: 06/30/1954
ISSUE DATE: 09/24/1996

FILING DATE: 06/19/1996
ISSUB DATE: 03/05/1999

FILING DATE: 09/29/18954
ISSUE DATE: 01/14/19%7

PILING DATE: 11/19/1996
ISSUE DATE: 08/03/1999

N\
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SERTAL NUMBER,
PATENT NUMBER:

SERTAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERTAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT RUMBER:

SERIAL: NUMBER:
PATENT NUMBER)

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER

SERIAL NUMBER)
PATENT NUMBER

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER1

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERTAL NUMBER
PATENT NUMBER

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERZAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUNMBER!:
PATERT NUMBER:

SERIAL NUMEER
PATENT NUMBER

SBRIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

08469409
5532356

08901344
6056958

08481683
§532357

08678211
5686631

08550018
5856525

08613554
5683999

08632863
5703092

08632973
5691381

08409303
5731439

08384289
5750528

09283373
6107294

0B647132
5710159

08816706
6326368

08643438
5668159

09133146
6004955

09344250
6147310

DA758908
5935418

09110550
5998614

FILING DATE: 06/06/193%5
ISSUE DATE: 07/02/1996

FILING DATE: 07/28/1997
ISSUE DATE: 05/02/2000

FILING DATE: 06/07/1995
ISSUR DATE: 07/02/1896

FILING DATE: 07/11/1996
ISSUE DATE: 11/11/1997

FILING DATE: 10/14/1997
ISEUE DATR:1 01/05/1399

FILING DATE: 03/11/1996
ISSUE DATR: 11/04/13997

FILING DATE: 04/16/1996
ISSUR DATE: 12/30/1957

FILING DATE: 04/16/1996
ISSUR DATE: 11/25/1997

FILING DATE: 03/24/1995
ISSUR DATE: 03/24/1998

FILING DATEr 02/01/1985
ISSUE DATE: 05/12/1998

FILING DATE: 03/31/1999
ISSUE DATE: 08/22/2000

FILING DATE: 05/09/1996
ISSUE DATE: 01/20/1998

FILTNG DATE: 03/13/1997
ISSUE DATE: 12/04/32001

FILING DATR: 05/08/1896
ISSUR DATE: 09/16/1997

FILING DATE: 08/12/153%8
ISSUE DATE: 12/21/1999%

FILING DATE: 06/35/19939

.ISSUE DATE: 11/14/2000

FILING DATE: 12/17/1996
ISSUR DATE: 08/17/13999

FILING DATE: 07/06/1998
ISSUE DATE: 12/07/195%
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SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERTAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER,
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER;

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERTAL NUMBER
FATENT NUMBER

SERTAL RUNBEER:
PATENT NUMBER:

SERTAL NUMHER:
PATENT NUMBER:

BERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL XUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

08922488
5811441

08022996
58327459

08856223
62811352

09200059
6153628

08888380
5973185

08838246
59236315

08801220
5942544

08823029
6107300

09109385
6103737

08861249
5488811

08770538
5760028

08857349
6083348

09344916
6239143

0salsels
5932726

ogesazia
6057342

08516736
5886191

09176037 -
6043257

: 089816380

5760029

NO. 558

FILING DATE: 09/03/1997
ISSUE DATE: 09/23/1598

FILING DATE: 03/21/1997
ISSUE DATE: 08/03/1999

FILISG DATE: 05/14/1997
ISSUE DATE: 08/28/2001

FILING DATE: 11/25/1998
ISSUE DATE: 11/28/2000

FILING DATE: 07/07/1997
ISBBUE DATE: 10/26/1999

FILING DATE: 04/16/1997
ISEUE DATE: 07/20/1999

FILING DATE: 02/19/1997
ISSUE DATE: 08/24/1999

FILING DATE: 03/21/1%997
ISSUE DATE: 08/22/2000

FILING DATE: 07/02/199a
ISSUE DATE: 08/15/2000

FILING DATE: 05/21/1997
ISSUR DATE: 03/30/1999

FILING DATE: 12/320/1593%6
ISSUR DATE: 06/02/1958

FILING DATE: 05/16/1997
ISSUE DATE: 07/04/2000

FILING DATE: 06/25/1999
ISSUE DATE: 05/39/2001

FILING DATE: 04/11/13897
ISSUXR DATE: 08/03/19489

FILING DATR: 07/07/1997
ISSUER DATE: 05/02/2000

FILING DATE: 08/18/1587
IBSUE DATE: 03/23/1899

FILING DATE: 10/21/1598
ISSUE DATE: 03/28/2000

FILING DATE: 03/13/1897
ISSUR DATE: 06/02/1998
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SERTAL NUMBER:
PATENT NUMBER)

SERIAL NUMBERI
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUNBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBYR:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER;
PATENT WUMBER)

SERIAL NUMBER:
- PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:

PATENT NUMBER: -

SERIAL NUMBER
PATENT NUMBER

SERTAL NUMBER
PATENT NUMBER

SERIAL NUMBER!:
PATENT NUMBER:

08877829
£185453

05052350
5985867

08822357
6124300

09518354
6258809

08590471
6028237

09047555
6022977

08895242
6124285

05015002
§191121

08014734
6313124

0901499%
61363808

09015001
6060470

08929935
6159580

09375048
6218391

08956378
6187787

08580016
6130231

08943031
5874430

09627213 °

6303780

09176491
614049%

NO. 568 P. 353 b’L

FILING DATE: 06/18/19%7
ISEUE DATE: 02/06/2001

FILING DATE: 03/30/1958
ISSUE DATE: 11/16/1998

FILING DATE: 03/20/1997
ISSUE DATE: 09/26/2000

FILING DATE: 03/03/2000
ISSUE DATE: 07/10/2001

FILING DATE: 12/15/1997
ISEUE DATE: 02/22/2000

FILING DATE: 03/25/1998
ISSUE DATE: 02/08/2000

FILING DATE: 07/23/1997
IBSUE DATE: 09/26/2000

FILING DATE: 01/28/1998
ISSUE DATE: 02/20/2001

FILING DATE: 01/28/1998
ISSUE DATE: 11/06/2001

FILING DATE: 01/28/19%8

.ISSUE DATE: 10/24/2000

FILING DATE: 01/28/1998
IBSUR DATE: 05/09/2000

FILING DATE: 02/15/1997
IGSUE DATE: 12/12/2000

FILING DATE: 08/16/19%99
ISSUR DATE: 04/17/2001

FILING DATE: 12/23/1997
ISSUE DATE: 02/13/2001

FILDK} DATE: 11/26/18987
ISSUE DATE: 10/10/2000

FILING DATE: 10/01/1597
ISSUR DATE: 02/33/1999

FILING DATE: 07/27/2000
ISSUE DATE: 10/16/2001

PILING DATE: 10/21/1998
ISEUR DATE: 10/31/2000
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SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

BERTIAL NUMBER:
PATENT NUMBER)

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERTAL NUMBER)
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERTAL NUMBER:
PATENT NUNEER:

SERIAL NUMBER)
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERTAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

09131953
6214847

08953834
§020357

089566491
5832370

08966426
6218386

09286902
6238695

05094944
6306886

09053287
6027655

09166507
62108534

09056020
6124302

09379143
6254671

09122127
6326162

09145231
6245769

05138460
5174912

05049305
6214834

- 5925789

09248587
6040480

¢ 09045057
+ 5912348

09108877
143743

NO. 558

FILING DATE: 08/11/1998
ISSUE DATR: 04/10/3001

PILING DATE: 12/22/1997
ISSUR DATE: 02/01/2000

FILING DATE: 11/07/1997
ISSUE DATE: 08/03/1999

FILING DATE: 11/07/1997
ISAUE DATE: 04/17/2Q01

FILING DATB: 04/06/19%9
ISBUE DATE: (05/29/2001

FILING DATE: 06/15/19%8
ISSUE DATE: 10/23/2001

FILING DATR: 04/01/1998
IBSUE DATE: 02/23/2000

FILING DATE: 10/03/1998
ISSUE DATE: 04/17/2001

. FILTRG DATE: 04/08/1998

ISSUE DATE: 09/26/2000

FILING DATE: 08/20/1958
ISSUE DATE: 09/25/2001

FILING DATE: 07/24/1998
IBSUE DATE: 12/04/3001

FILING DATE: 09/01/1998
ISSUE DATE: 06/12/2001

FILYNG DATE: 08/21/1998
ISSUE DATE: 01/16/2001

FILING DATE: 03/27/1998
IBSUE DATE: 04/10/2001

FILING DATE: 04/06/1598
ISSUR DATE: 07/30/1999

PILING DATE: 02/11/199%
ISEUR DATE: 0372172000

FILING DATE: 03/19/1598
ISSUR DATE: 06/15/1999%

FILING DATE: 07/02/15898
IASUE DATE: 11/07/2000

Fo518 \b/b
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SERIAL NUMAER:
PATENT MNUMBER:

SERTAL RNUMBERI|
PATENT NUMBER:

SERTAL NUMBER:
PATRNT NUMBER:

SERIAL NUMBER!:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERYAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERTAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERTAL NUMBER:
PATENT NWUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

. SERTAL NUMBER:
PATENT NDMRBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER!

SERIAL KUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMAER:

PATENT NOMBER)

SERTAL NUMBER:
PATENT NUMRER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER!

SERIAL NUNBER:
PATENT NUMBEN:

09166722
5962693

09346409
6245914

03098752
5558424

09165747
6057336

09340740
6§2359%7

09228361
61368313

05145101
5140320

09329674
6307044

09349906
6262081

09126582
6049019

09481812
6257410

09410481
6488297

05385271
6194569

09382508
6107508

09442598
6175009

09340950
6265400

09250508
6235733

09217336
6271237

FILING DATE: 10/05/1998
ISSUE DATE: 10/05/1999

FILING DATE: 07/01/199%
ISSUE DATE: 06/12/2001

FILING DATE: 06/18/1998
IBBUR DATE: 12/07/1999

FILING DATE: 10/02/1998
ISSUE DATE: 05/02/2000

FILING DATE: 06/28/1999
ISSUE DATR: 05/22/2001

FILIRG DATE: 01/11/1999
IRSUE DATE: 10/24/2000

FILING DATE: 09/01/1998 .

INSUE DATE: 10/31/2000

PILING DATE: 06/10/1999
ISSUE DATE: 10/23/2001

FILING DATE: 07/08/199%
ISSUE DATE« 07/17/2001

FILING DATE: Q07/30/1998
ISSUR DATE: 04/11/2000

FILYNG DATE: 01/12/32000
ISSUE DATE: 10/02/2001

FILING DATB: 09/30/1999
ISSUE DATE: 09/11/2001

FILING DATE: 08/30/1999
ISSUE DATE: 02/37/2001

FILING OATE: 03/31/1595%
ISSUR DATE: 08/32/2000

FILING DATE: 11/18/1999
ISSUE DATE: 01/16/2001

FILING DATB: 06/28/1999
ISSUE DATE: 07/324/2001

" FILING DATE: 02/16/1999

ISSUE DATE: 05/22/2001

FILING DATE: 13/21/1998
ISBUE DATE: 08/07/2001

-
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SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATERT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL MUMBER)
PATENT HUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

BERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL MNUMBER:
PATENT NUMBER:

SERTAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

EERTAL MNUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMHBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL KUMBER:
PATENT NUMBER:

SERTAL NUMBER!
PATENT NUMBER:

SERIAL ¥NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERTAL NUMBER:
PATENT NUMRER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

052777586
61127375

09342778
6204262

09442024
§319937

09342083
6050821

09393025
62654056

09276960
§19115%

09311168
6268379

09333161
6124463

09442682
6103609

09442605
6225317

05438901
6331408

09465949
6331545

09473870
6271380

09527331
6214831

09277936
6251364

09585171
6313110

05692023
6291504

09685137
6329527

FILING DATE: 03/26/1999%
ISSUE DATE: 10/03/2000

FILING DATE: 06/29/199%9
ISSUE DATH: 03/20/2001

FILING DATE: 11/17/1993
ISEUE DATE: 11/20/2001

FILING DATE: 06/29/199%
ISSUE DATE: 07/18/2000

FILING DATE: 06/13/2000
ISSUE DATE: 07/24/2001

FILING DATE: 03/26/153%
ISSUR DATE: 02/20/2001

PILTNG DATE: 05/13/199%
18SUB DATE: 07/31/2001

PILING DATE: 06/14/1999
ISSUE DATE: 09/26/2000

FILING DATE: 11/18/1999
ISEUR DATE: 10/16/2001

FILING DATE: 11/18/15999
ISSUE DATE: 05/01/2001

FILING DATE: 11/12/1999
ISEUBE DATE: 12/18/2001

PILING DATE: 12/17/19%3%
ISSUR DATE: 12/18/2001

FILING DATE: 12/28/1999
ISSUR DATE: 08/07/2001

PILING DATE; 03/17/2000
LSEUR DATE: 04/10/2001

FILING DATE: 03/29/1999
ISSUE DATE: 06/26/2001

FILTNG DATE: 06/01/2000
I9SUE DATE: 11/08/2001

FILING DATE: 10/15/3000
ISSUS DATE: 09/18/3001

FILING DATE: 10/10/2000
ISSUE DATE: 13/11/2001
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SERIAL NUMBER:
PATERT NUMBER:

SERIAL NUMRER:
PATENT NUNDER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

BERTAL NUMBER)
PATENT NUMBER:

SERTAL MUMBER;
PATENT RUMBER;:

SERIAL NUNMBERy
FATENT KUNBER:

SERTAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERTAL NUMBER:
PATENT NUMHER!:

SERIAL NUMBER)
PATERT NUMBER:

SERIAL NUMBERI|
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
FATENT HUMBER:
BERTAL NUMBER:
PATENT NUMEER:

SERTAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER
PATENT NUMBER

SERTAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

09465268
6331541

05523046
6187918

09165505
6107313

08483143
5767238

07693476
5147631

07804315
§316482

08218861
5879657

08999400 -
6023533

07999708
5688485

08023396
5604112

08058444
5420321

08391756
5693334

08167683
5397%023

08415508
5744120

09013320
6010679

08476296
5750088

08936313
6015204

08808699
5879659

PILING DATE: 12/17/19%89
ISSUE DATE: 12/18/2001

FILING DATE: 03/10/2000
ISSUE DATE: 02/13/2001

FILING DATE: 10/02/1998
ISSUE DATE: 08/22/2000

FILING DATR: 0&/07/1995
ISSUE DATE: 06/16/1399%8

FILING DATE: 04/30/1591
ISSUE DATE: 08/15/1992

FILING DATX: 12/05/1991
ISEVUE DATE: 08/09/1954

FILING DATE: 03/28/1994
ISSUE DATE: 03/09/1999

FILING DATE: 12/29/1997
ISBUE DATE: 02/08/2000

FILING DATE: 12/31/1992
ISSUE DATE: 11/18/1997

FILING DATE: 02/26/1939)
ISSUE DATE: 02/18/1997

FILING DATE: 08/03/1993
ISSUR DATE: 05/30/1995

FILING DATE: 02/21/1993
ISSUR DATE: 12/02/199%7

FILING DATE: 12/15/1993
ISSUE DATE: 03/14/1995

FILING DATE: 04/03/1995
ISSUE DATR: 04/28/1998

FILING DATE: 01/26/1998:
ISSUE DATE: 01/04/2000

FILING DATE: 06/07/1585
ISSUE DATE: 05/12/19%8

FILING DATE: 10/23/1997
IBSUB DATE: 01/18/2000

FILING DATE: 02/28/1937

IBSUB DATE: 03/09/1999

P. 34,53 \w

P



MOV, 26, Zidd2 2=B9Hﬂ o5 252 7124

012607/0038 PAGE 34

SERIAL NUMBER:
PATENT NUNBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER!:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT MUMBER:

EERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
PATENT NUMRER:

SERTAL NUMEER:
PATENT NUMBER:

SERTAL NUMBER:
PATENT KUMBER:

SERTAL NUMBER:
PATENT NUMBER:

SERIAL NUMBER:
-PATENT NUMBER:

SERIAL RXUMBER:
PATENT NUNBER:

08785399
§961952

08940823
5886570

09356178
6254852

09164730
6254552

09400383
5261431

09281207
6322770

06311770
4451450

06414608
4497790

06483217
4526776

06538733
4732864

06880349
4854445

07670458
5324824

07056003
4908827

07143561
5279811

08135854
5431500

07095924
4885100

07397528

07397528
5008418

NO. 558

FILING DATE: 01/23/1997
ISSUE DATE: 10/05/199%

FILITNG DATE: 10/01/1997
ISAUR DATE: 03/30/1999

PILING DATE: 07/16/1999
ISSUE DATE: 07/03/2001

FILING DATE: 10/01/1998
ISSUR DATE: 07/03/2001

FILING DATE: 08/31/1999
ISSUE DATE: 07/17/3001

FILING DATE: 03/30/1999
ISSUE DATE: 11/27/2001

FILING DATE: 10/15/1981
ISSUE DATR: 03/29/1984

FILING DATE: 09/03/1982
ISBUR DATR: 02/05/198S

FILING DATE: 04/15/18083
ISSUKR DATE: 07/02/1985

FILING DATE2: 10/06/1981
ISEUE DATR: 03/22/1968

PILING DATE: 06/325/1586
ISSUE DATH: 01/16/1990

FILING DATE: 03/12/1991
ISSUE DATE: 06/28/1994

FILING DATE: 06/01/1987
ISSUE DATE: 01/29/1991

FILING DATE: 01/26/1988
ISSUE DATE: 01/18/1954

FILING DATE: 10/20/1993
ISSUE DATE: 07/11/18995

FILING DATE: 09/11/1987
ISSUE DATE: 13/05/1589

FILING DATE: 08/23/1889%
ISSUE DATE: 07/03/1991

PILING DATE: 08/23/1989
ISSUE DATE: 04/16/1991

-
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SERTAL NUMBER: 07596273 FILING DATE: 10/12/19%0
PATENT NUMBER: 5109160 ISSUE DATRE: 04/28/1952

SXDLEY PYNE, PARALEGAL
ASSIGNMENT DIVISION
OFFICE OF PUBLIC RECORDS
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OMB No, 0851-0027 feep. 5/31/2003)
| emamese v 101995156 Y S s Ny
To $e Honorsbis Commissionar of Patents and Tredemarie: Flates recont the atischa ariginel documents or cagy twreof,
1. Name of conveying party(ies); 2. Name and addmes of recelving party{les)
DuPont Pharmeceutionts Compeny - Name: _Brista-ysrs Squibb Pharma Company
2 11eO@2 | inemaiAddrmes: Potent Depurimen
Adorud rames) of corveying pariyfes) attschei] —Jvea [/ ]Ne |
3, Nature of conveyance:
] Assignment Clmarger P.0. B 4000
[] Sacurity Agresment [Zlcnange of Name
[C] othar
chy:_Princeton Stat: N _Zip: 085494000
10/01/2001
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4. Application numbar(s) or petert numbsr(s):
¥ this dotument Iy baing flad togathar with & naw application, the sxecution dete of the appliostion s;_______
A. Patant Appilcation No.(s) B. Patent No.{s)
See Scheduls 8 attached - See Schadule A sttached
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8. Signature.
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NO. 558
DOGKET NUMBER | EILING DATE | FILING NUMBER | SRANT DATE | ERANT NUBRER
BP6186 1/4/1982 08/23467e4 10/19/1982 4335041
8P6200 /2271982 06/349203 10/221988 4540945
ar6212 1/8/1984 06/367411 7/24/1904 4481773
are228 V1771984 06/570450 8/20/1986 4350208
BPe228 2/10/1984 06/577690 4/11/1980 4820827
BPS240 12/8/1984 06/678680 6/7/1988 £748N2
BRe243 5/14/1988 08/733464 B/26/19%7 4468688
BPAZ44 12/2/1988 06/803191 /01987 4705799
BR6260 4/10/1988 0&/741762 12/2/1984 4426529
w6267 5/3/1988 04/730064 8/16/1967 4471360
BP6284 2/1/1988 04/700454 2111984 4349937
2P6290 1/17/1988 06/692412 L7/1987 4639454
BP6291 3/19/1986 067839912 5/23/1989 4838164
BP6291 3/6/1989 077324838 3/6/1990 4908436
PE291 3/16/1988 07/324834 118/1991 4988438
BRe291 3/23/1969 a7/3ETT1? L15/1991 4080442
BPE291 12/5/1989 O7/445776 /25/15 5024799
BPS298 7/27/1989 077391406 /51Mm 4990617
BP5300 6/10/1987 07/060203 13/26/1989 4889062
aPs302 5/14/1984 08/863048 6/16/1987 ASTIETY
BP6303 1/9/1987 a7/944953 7/26/1988 4700081
BPS303 12/7/1587 a7/129180 10/24/1989 4876289
BP6303 8/20/1588 07/234382 12/722/1992 8173489
BP6303 9/30/1992 OT/NuB2T4 4751994 5300642
6303 9/30/1992 O7/058878 7/18/199% S434204
6321 10/9/1987 g7/1063508 1/31/1989 4801600
APsIL 8/15/1988 ar/233828 3/1/1990 4021069
APS321 8/18/1990 o7/487211 /15/1591 4985429
RPSIL 3/159/19%0 07/497012 7/1601991 5032005
RPSI 3/15/19%0 av/agTAl 10/23/15%0 4965268
BPeI2L A/1BN1990 OT/49TTIA 7/3019M 508609
APsI2L 2/13/1990 oy/49T2AB 7/30/1991 5036092
s3I 3/19/1990 O7/49T214 8/13/1991 5039650
Ped22 T/16/1987 07/071028 10/24/1989 4876269
BPe3R2 S/TNIN a7/3a2681 5/29/1990 4929027
Ps322 12/21/1989 077458882 4/23/1991 BO10085
aPsy22 12/21/1989 07/458887 /1771951 5043150
Pe324 12/17/1987 077134261 8/20/1950 4952132
Pe324 10/18/1989 07/423243 12/18/1590 4980347
aP632¢ 10/18/1989 07/423256 30/23/1990 4965281
IP4324 1/18/1989 07/4232%0 10/23/1990 4565280
BPe324 10/29/19%0 077602341 1/281992 30844468
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EILING DATE . EXLING NUMMER | GRANT bATE | GRANT NUMBR
BP6330 71989 | ar/37645T7 12/11/1990 HTnrs
BP8232 8/10/1988 07/230448 ' 8/22/1989 | 4859693
3P6313 /2871909 07/398959 5/28/1951 |  BO19630
ar6323 1/20/1989 07/398096 2/4/1992 3085043
BPE339 9/14/1988 07/244170 2/13/1990 4900744
[ i) 7/29/1988 07/223809 8/14/1990 4948801
PG50 7/24/1990 07/858129 21141992 5130318
BPS35R 7/24/1990 o7/358131 V277199 5043443
P63 saN992 O7/925482 10/19/1998 B23487TY
BP63SD 12/6/1968 07/Z7993 /1471991 8018651
8P4360 3/26/1990 077498938 vno | . sosuzy
2P§360 2/24/1990 07/496039 /27199) 5043349
BP8360 $/8/1991 07/666093 /1902 8093348
AP6260 S/TAML ar/T1968 /2311998 3189048
WPE360 8/9/1992 07/923334 8/24/1994 5315013
APST74 3/4/1952 07/836323 4/Z7/1995 542804)
aPs389 1/3/1989 a7/292822 3/3/19%2 8093381
8Pe400 1/23/1990 077449854 N7/1991 3049870
BP84Q7 A/TN98 or/351n 41281992 3108125
BPS408 7/9/19%0 07/345820 1/24/1992 B166148
BR&40A 10/30/1992 07/948933 %/24/1994 8314887
BPe414 6/6/1589 07/382284 10/23/1990 4960068
Pes2e 13/20/1994 08/367481 LL/9N198T7 BEPELY
BPEATY 12/11/195¢ 07/803044 A/27/1993 5204249
BPS4ZY 27161993 0A/02%633 TH/1994 5320048
RP427 /2071994 08/245773 10/34/1995 5461178
BPo4LY 7/9/1990 07/349821 117241992 8168147
§Pe429 11/20/1992 07/979679 7/11/1995 3432128
BP6A2D 3/9/1908 08/401599 12/3/1996 5380871
BP64S2 4/18/1993 OR/04THE3 10/11/1994 3354067
BPe43s 6/18/1992 07/900840 10/19/1993 B2DAS4S
86440 W 07/79609Y 12/22/19%¢2 2173494
aPeA44 1/12/1990 07/464433 2111592 087628
a4l 2722199 077680444 1/19/1993 8180729
BPA43D n/28/1991 QyY/197TS9% 13/ BNl
BP44R9 7/43/1990 ) 12/19/1902 8171745
BPedsl 2/a/1991 07/682084 1/6/1998 2704297
BPOAAY 10/2/1991 OV/770461 12/20/19%2 5175002
BP6ALD 6/8/1992 a7/892146 1/4/1994 w273821
BPO470 8/29/1952 O7/389896 K/25/1994 1355946
BPoASL 4/26/1993 07/904022 3/9/1983 5102794
8P5493 9/20/1998 0n/124523 . 8/9/1995 8414004

Popa2ol8
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BP6A9) 2/23/1998 08/392648 7/72/1996 | Bp3zeay
BRGAS4 5/29/1992 |  O7/889852 12/26/1998 |  34788%0
BP6S13 /19/1991 07/747022 11/9/1993 5250325
) 2712/1991 07/680443 13/10/1992 5162341
aPO51B 8/26/1994 08/296998 13/1996 5491149
BPa534 1/14/1992 07/820523 3/1/1994 8200784
BPe8M 3/29/199¢ 08/219296 1/30/1996 5488110
BPE542 1/10/1992 07/820013 10/15/1993 8284535
BPESA3 6/5/199% D8/441612 $/3/1997 8635477
BPESAS Yis/1992 07/827429 2/9/1992 5185447
BPa3%0 1/16/1992 O7/821871 12/21/1993 5772289
BraBso 9/10/1993 08/117211 $/13/199% 5424430
BP6BS1 9/26/1994 08/312488 7/2/1998 3522249
BRaSSL 3/25/1996 0B/420043 12/16/1997 5698859
BP6BeL 2/20Nn998 08/392017 5/21/199¢ 9319132
eTO01S 472611980 g7/518182 8/28/1991 5026638
sTOOI6 3/30/1989 07/324027 10/8/199¢ 5352903
gTODR2 2/28/1989 07/317177 10/6/1992 8183310
BTU00 2/16/1989 07/311813 1/8/1991 4583813
CO0036 /121981 06/320773 4/18/1988 4592638
cooLs 7/26/1982 08/401752 8/21/1984 4456969
coazry 1/24/1983 07/460614 7/25/1989 4820981
CC0668 11/1/1988 D6/73387% 9/8/1988 D297570
CC0697 122771985 ar/sune 7/3/1988 4708527
CCO700 10/3/1983 05/784435 y1T1989 4798824
cearzr 9/19/1986 06/909140 11/34/1907 4709042
cooTal 8/25/1989 O7/386048 8/15/1990 4925860
RE0RE 2/25/1983 06/468040 WIT/1084 4483109
ER8217 12/5/1983 06/588342 2/12/158% 4499082
CRBSOY 4/6/1988 07/178368 2/16/1992 BIS71S7
CRBBO7 3/9/1998 07/848296 §/7/1998 5242904
CRE807 2/9/1598 07/882028 10/3/1993 5250720
CRB8zL 8/31/1991 O7/714082 3/15/1994 5294720
ez 12/17/1993 CN/1676%9 7/4/1993 5430153
CRESB0 4/10/1990 07/357893 11/28/1908 3470947
CRI0SS T/9%% OR/981876 3/ 271997 5833344
CR90AY 22471994 08/202998 | 9/17/199 5556419
CR9083 5/22/1996 08/604212 3/10/1508 5726204
CRY0sI W/T/1996 08/7441% 9/14/1997 667774
CRO0A3 WL/1997 08/962873 /23199 8874822
DMaS2S 12/27/1994 OR/364338 10/8/19% 5543127
DMbETS 7/26/199% 08/690220 12/16/1997 5696530
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DMEBSE 11/22/1996 08/770546 9/22n998 |  Selz2
DM&B4T 10/25/1994 08/325039 8/19/1997 |  saugess
DM&ST3 717199 07/913961 7/5M1994 | 832aTMO
DMS574 3/20/1994 08/216881 40997 | sep4onl
DMESY4 5/17/1996 08/664431 11/23/1999 5990132
YT 3/31/2992 07/881033 11/15/1504 B364875
DMABSES 1/29/1992 ar/s20m SNANP4 5321029
BMmeses 3/24/1993 08/086378 /241998 5384410
DMSS 7/24/1992 07/918836 1/10/199% 3380755
DMe%07 2/11/1958 08/01655Y 12/27/1994 5376604
DINSSOZ 3/31/1993 08/0407T1 5/2/1998 B4L977
DMEE0T 11/34/1994 08/238577 6/30/1958 377341
DM6607 3/12/1957 08/820424 12/18/1998 5849693
DME6Z7 4/30/1994 08/268610 6/10/1957 5637780
BM8SZ7 12/31/199% 08/777645 3/2/1999 3877312
OM6631 3/30/1993 08/040324 21997 5463333
DMSE31 5/25/1997 08/861560 3/4/1999 577170
DMAAI4 10/25/1993 08/142635 2/28/1998 2393886
DMIHI4 1/10/1995 08/370933 478/1997 5418544
DMB3S 3/23/1994 08/21472) -2/18/1996 5451152
DMGE45 11/1993 08/014555 10/38/195%4 5385070
DME650 1/12/1993 08/371624 10/6/1998 3817748
DME6SS 6/3/198) 08/070826 8/3/1904 3308881
DMESTD 11/24/1993 08/157860 §/4/199¢ 8533302
DMA6ES 3/8/1996 08/412097 4/14/1998 5719143
DME660 8/3/1997 08/905349 8/22/2000 8107301
DME661 9/19/1994 08/380248 5/21/1996 5519142
DMBASS 3/5/1994 08/208243 9/24/1996 2580110
DMaASS 1997 08/904881 8/9/2000 5060482
DMSSES 10/20/1953 08139444 10/31/1998 8462964
DMOST 9/19/1994 0B/307441 4/23/1996 5510438
DMS7S 0/21/1996 08/701112 6/9/1908 S763449
DM5ATE 3/23/1994 08/218724 12/10/1996 5583147
DMSASE 8/20/1992 08/130608 AN 8614578
DMaGSS 5/31/1998 08/485426 12/15/1908 2845726
DMASES WerTNesy 08/978293 9/5/2000 6134528
DM64SS 4/20/1994 08/230%62 4/16/1996 9508400
DMSASE 10/13/1998 08/842747 9/28/1999 5958962
- DMS68E 7/21/19%9 09/357748 &/5/2000 6071918
DMA4S0 L/13/199%4 06/181117 8/6/1098 3843817
DMes9S 6/30/1994 08/269320 6/25/1996 8530124
DMATOS £/31/1993 08/114712 s/T71998 5428040
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DMA7DE 3/27/1998 087411251 6/17/1997 5639759
DMS708 3/18/1997 08/920222 2/23/1999 BE7444)
bMe703 11/18/1998 09/195344 /29/2000 110910
DM6721 3/25/1994 OR/21791 8/4/199% 5523408
DMATRL 8/3/1995 08/810933 11/26/1906 8578409
DMAT23 | V241999 08/409873 a/17/1597 8639739
DMET26 9/12/1994 0B/304614 /29/1998 3446096
DMET2Y 6/30/1994 08/264702 11/14/199% 8464797
DM&TRY 11/14/1998 08/557254 1/20/1998 8710286
DMS7ZT 1/13/1958 00/004538 4/25/2000 4034597
DMS73) 11/23/1954 08/343199 10/8/1996 5543158
DME7IY 8/8/19%96 08/694042 11/25/1997 8451229
DMETID 2/16/1998 08/389403 8/24/1997 3641782
DMSTAS §/30/1994 08/263609 9/24/1996 38592632
DMa7Y9 8/19/19% 08/8566002 3/9/1999 [T
DME742 3/29/1994 08/314991 /1471997 5593904
DM&742 11/19/1998 08/783028 3/3/199% 5932584
DML7S1 6/8/1998 08/469409 7/2/1994 333228
DME736 7/28/1997 08/901344 5/2/2000 6036588
DME786 a/7/1998 08/481683 7/2/1996 Sasessy
DMS769 TY/195% oB/678211 Wi1997 8686631
DMATSY 10/14/1997 08/980018 1/8/1999 5835328
DMSTTO 3/11/1996 08/613054 11/4/1997 5482999
DMST7] 4/16/1996 0A/632863 12/30/1997 5703092
DMEYTR 4/18/1996 08/63297) 11/28/1997 5691381
DMaTTE 3/24/1993 08/409303 3/24/1998 S731439
DMATTS 211998 007384289 8/12/1998 S730528
DMe784 3/31/1999 0/28397 8/23/2000 6107204
DMA7ET 8/9/1996 0l/647132 1/30/199% SNoi%e
DMG7S0' 3/183/1997 08/816704 12/4/2001 8326368
DMSTDE 5/8/1996 Ol/643438 9/16/1997 5548159
DMATDS 8/12/1998 09/133146 12/21/1959 6004993
DMS799 6/25/1999 09/344250 11/14/2000 6147210
DMEBOZ 12/17/1098 08/768908 87159 5959418
DMABD4 77671998 09/110950 12/71999 5998614
DMsA0S 931997 /922488 9/22/1998 5a51441
DMSSO?7 ¥a/1997 00/822996 /31999 5932749
DMASOE S/4/1997 OM/E36223 8/28/2001 82081392
DMSSI7 11/25/1993 09/200089 11/20/2000 6153620
DMeSLY T/TN99T 08/888380 10/26/1999 SI7I85
DMAS20 411671997 OB/838244 77201999 5925635
DM6s2! LN 08/801220 8/24/1999 0942544
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DMEB2E 3/21/1997 08/823029 | 8/22/2000 6107300
OME82S 7/2/1998 09/109395 8/18/3000 $103737
DMBA26 5725/1997 08/841245 3/30/1999 5888811
DMSBZ7 127201998 08/770538 6/2/1938 5760028
DMSAZ0 8/18/1997 DA/8E7349 7/4/2000 6083948
DMSE24 £/28/1999 09/344516 8/25/2001 6239143
DMSES7 411997 08/838838 8/3/1999 3932726
DM5840 /71997 OB/888718 8/2/2000 4057342
DMEBAL 8/18/1997 0B/91673%6 3/23/1995 5884191
DMER4A | w/21/1998 09/176037 3/728/2000 6043287
DMSB42 WINN? 08/816380 $71/1998 5760029
DMOB4S 8/18/1997 08/877829 2/6/2001 $185453
DMER4D 3/30/1998 09/0523% 11/16/1999 3985867
DMSEB0 8/31/1999 0R/822257 9/26/2000 6124300
DMARSD 3/3/2000 09/318384 7/10/2001 6288000
DMAESS 12/18/1997 0R/900471 2/22/2000 8028237
DMeBSS 3/29/1998 09/047953 2/6/2000 6002977
DMOB64 7/25/1997 08/899242 9/26/2000 5124289
DMEDAS 1/28/1998 09/018002 2/20/2001 $191131
DMSBE4 1/20/1958 09/014734 11/6/2001 8313124
DMEDE4 1/28/1998 05/014999 10/24/2000 6136800
DMABE4 /20/1998 09/015001 5/9/2000 4060478
DMEASS 9/18/1997 08/9520938 12/12/2000 5159980
DMESSY 8/16/1999 09/378048 4/17/2001 6218391
DMSESY 12/22/1997 08/996378 2/13/2000 6187797
DM&R71 11/26/1997 08/900018 10/10/2000 613023}
DMSE74 10/1/1997 08/542081 /231999 BR74430
DMeE74 7/27/2000 09/627213 10/146/2001 4803780
DMADTS 10/21/1998 09/176491 10/31/2000 6140499
DMaBTY 8/11/1998 09/191953 4/10/200 6214847
DMEET9 12/22/1997 08/999834 2/1/2000 8020187
DMEASD Wrnsr 08/966491 8/3/1999 8932570
DAMABE] WIner 08/966426 4/17/2001 6218386
OMABN4 4/6/1999 09/298502 B8/29/200 6238498
DMSESL 6/15/1998 09/094944 10/23/2001 6304886
DMASS4 41/1998 05/083287 2/2a/2000 6027698
DMB899 10/8/1998 00/186507 A/1T/200 6218954
dDM4SOR 4/8/1998 00/D56820 9/26/2000 5124302
DME906 8/10/1999 00/379143 9/28/2001 294471
DMSSCT 7/24/1990 op/1an12y 12/4/200 6326142
DMSPOS 9/1/1998 09/145231 6/12/2001 6245769
DMEI ¥21/199% 09/138460 1/16/2000 si7a912
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DMSPIZ 3/27/1958 09/045305 | 4/10/2001 8214834
DME9LS 4/6/1998 09/035480 | 7/20/1999 |  e515789
DMeo13 £/1/1999 09/248567 | 3AVI000 | 40s0sec
DMS9L4 320/199 09048087 | e/18/19%9 W12348
DMAS20 7/21958 03/109877__| 11/7/2000 6143743
DMesal 10/5/1998 on/186722 10/5/1999 B962453
DMe92 TANSP 00/346409_ | e/12/2001 424594
bMs9LE 6/18/1998 0o/O5STBL_ | 13/7719%8 5998424
DM929 10/2/1958 09/145747 | 8/2/2000 6057336
DM8P31 5/28/1599 D9/340740__ | B/22/20m 6235987
DMS9I2 V111999 oy/228280 | 10/24/2000 | s13ea33
DME9I4 9/1/1998 o/ma | 10/3/2000 | amaa
DMSS39 8/10/1999 09/129674 | 10/23/2001 | 630704
DM5O4 TN 00/349908 | 7/17/2001 6262088
DMEDA4 7/30719% owiese: | 4/u/2000 8049019
DME944 1/12/2000 09/81812 10/2/200n $297410
DMe983 /2011999 03/4104 $/11/2001 azen297
DMessE 8/20/1999 09/288In | 2/27/70m1 6194869
DMases 3311999 os/2etsm | e/20/20m0 4107508
bisvea 1/18/1999 09/442858 | 1/1s/2001 &175009
DM8DeS 4/20/1999 0W/M03%0 | 7/24/2001 4265400
DMSI7Y 2141999 op/280808 | e/22sa00i 4235738
DMSI74 wunm | oanms a/7/2001 STy
DMe980 1200199 09/i77886 | 10/3/2000 )
DMESS! 8/29/19% o/MaTR | 3/20/a00 $104262
DMsoes AW/17/1999 0942024 | 1/20/2000 |  e15837
DMaSSO 6/29/159 09/34208) | 7/18/2000 6090821
DS990 $/13/2000 0p/553028 | 7/24/20m 4265408
DMeoRt 3/24/19% Ow/aTeeeD | 2/a0/2001 6191159
DM7000 5/15/1999 09/311168 773120 6268379
DM7001 s/1AN9% 0p/3a%61 | 9/26/2000 s124463
DM7020 1181999 O9/442682 | 10/164/2001 | 4303609
DMTO26 1/18/19% 097442608 3/1/72001 s228817
PHTO 11/12/1998 09/430501 | 12/18/8000 | 433408
PH7084 2/17/1999 | 09/68045 | 2/1/20m |  e3nB4e
PH7062 2199 | . osTIn 8/7/2001 7K
PH700 2/17/2000 09/5znm | 4/0/2001 s214081
PH7082 3/22/2000 oo/zTsie | e/2e/20m 6251384
PHTUT &/1/2000 09/508171 11/6/2001 8313110
PHTLIT 1019/2000 | oo/eve0as | 9/18/2001 8291504
PHTOM 10/10/2000 | op/emmlY | la/u/eoo1 | edasay
PHTIE3 W1T/1999 O/4sE288 | - 12/18/2001 6331841
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PHT188 3/10/2000 00/823046 2/12/2001 | 6187918
PH72TA 30/2/1998 09/145508 0/22/2000 , 4107318
PHTS4L 6/7/1998 08/483143 6/1671998 B747238 TSN
“BPGASE &00/199 | 07/693476 | 9/1871992 | SiATeSl

" BMGOBT 127371991 07/80430 | 8/9/159% | 5aisAs2 |
BAMESI1 S7Z6/1994 | OR/Lia8al | /071999 | 9eT9MdT |

~ DMASL T 12/29/71997 | OB/O9D400 | 27072000 |  &0za%ed

T DMSEZE | 1/51/1992 | G7/0097%0B | L/1IA/1997 |  DOUBARE

T DMG6Es | 2/38/1998 | C8/0ailve | 2/1M/1997 | De0eUZ
DAGSIS 8/3/1998 | OB/0S844z | B/30/1998 |  S403a1 |

L_—TT—nm 3 A TR | AW | %ot ]

74 “1EAN | OB/16Te88 | /471998 | sagreoR
DR 08 | OR/alNes | 4/Z8A998 | SreAia0
T DMeT33 | 1728/1598 | O9/OISBZ0 | 1/4/2000 |  &OI0&
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IN THE UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE

1. Particulars of assignmants

A list of the patent applications and patents for which the change of nams In the recorded
assignmaent s requested Is set forth In Schedule A {granted patants) and Scheduls B {(pending
patant applications) attachad hereto.
2. Old nama of assignes

The old name of tha assignes shown on the above-referenced aulgnrmnu ls DuPont
Pharmacauticals Company,

3. New name and addrass of assignes

The new name of the asalgnes is Bristol-Myars Squibb Pharma Company located at the
foliowing address: Patant Departmant, P.O. Boxt 4000, Princaton, NJ 08543-4000.

4. Proof of changa of name

Proof of change of name Is sstablishad by the attached certificats of name changa
from the following authority: Suppiemental Certificats - New Castis Caunty, Delaware

3. Paymant of fee
Pleasa refar to the RECORDATION FORM COVER SHEET, to which this paper is attached.

Caunsel, Intallectual Property
Exparimental Station, E353/133C
Route 141 and Henry Clay Road
Wiimington, DE 19880-0353
Phone: 302/695-3902

(Changs of Neme in Recorded Assignimmats—page | of 1)
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Businsss Addraus: 208 lonsmesdew Dxive, Wilniagton, DK 19810

—

Telephong Nuwber:

Title of Parsom, PMirzm or Association: w’.-
Zbages Coppany

Hames eapd addresses of pll owners, sembers, or pu.-;?-n
comprising the firsm - - "%
TNIAST e ' rner o ADRESS e

%als Bouibh & Scns, 1.,1.,5 345 Park Awe,, Now Yoxk, Wr 10154
345 Pazh ave., Waw York, Y 10154

Iziatal-ipyers Squikh Pharms
Heolding Conpeny, LLG

Nxiatal-lyera lqd.hb Thasus Relding : ‘

N8, the subscribar, a Notan
gtata o » puzsonally -

the fox ﬂ-:u.tiu.n. hawing ﬂ.n‘l: basn swarn
e :een:a:::g te law did d.pul- and say as follows: W s

1. Ba/8ha is a principal in ths business descxibed
in the zumlnu cercificate.

1. That the foregoing infoxmation provided in the
foregoing certificats is tyus, corrsct, and completa,

Affiant
swomy Ao smascarngd this 277 day of okl . Zay,

.
L] ]
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RAD: 04-23044

| MANTENIMIENTO DE PROTOCOLOS
[Numero : 19358

[Fecha : 07/05/1999

|Conferido: BRISTOL-MYERS SQUIBB COMPANY

I

[Pais : US ESTADOS UNIDOS DE AMERICA

|Ciudad : 82 PRINCETON, NEW JERSEY

[Represent: S Sustituir: S  Desistir: S

[No. Radicacion: 99 28346 Clase: 0 Seev: 0 Seac: 0
|

1

|sencia Codigo Ctr Nombre
|1 340 A CASTRODUQUE RAMIRO
|2 3002 GOMEZ MEJIA HECTOR

I
| Encontrados (1/1) registro(s)

\eZ

Y3
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REQUISITOS NECESARIOS PARA PRESENTACION Y AGILIZACION DEL

—

TRAMITE
Usuario
PATENTE DE INVENCION DELO DE U'ﬂw {( )
B -se-solicita la concesidn de una patents. {)
Datos de identificacion del solickante o de 12 persona que ss presenta la soliciud. )
Descripclén de [a Invenclén. {)
Dibujos de ser estos pertinentea. {)
Comprobante de Pago de las tasas establecidag—"
COMPLETA ( ) INCOMPLETA ( )
DISERO INDUSTRIAL ( ) '
Indicacion de que se solicita el registro de Disefio Industrial ()

Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta ()
la solicitud.
Representacion grifica y fotografica del Disefio Indusirial o muestra del

Material que Incorpora e disefio. ( )
Comprobante de pago de las tasas establecidas ()
COMPLETA () INCOMPLETA ()

ESQUEMA DETRAZADO { )

- Indicacion de que solicita el registro de un Esquema de trazado. ()
- Datos de Identificacion del solcltante o de la psrsona que presenta
La sollcitud. ( )
Representacion grafica del esquema de trazado ()

Comprobante de pago de las tasag establecidas. ()

COMPLETA ( INCOMPLETA ()

Firma Responsable;

. SUPERTIBUSTIRTA ¥ CIMERLID
Radicacion : G4023044 0000000 Foliss: 186
Fecha GUB): POO4-03-12 18:58s%0

Trnite 1 010 ACT-PSTENT 179 FOSE MACT 411 PRESENTAC
Depwmdencian 2020 MVISION 0 MIEWS CREACTONS

Fecha:

iy g, Sy i, -
e S St S ——



Industria y Comercio \62)

SUPERINTENDENCIA

Bogotd, D.C.,

Dot ongoe  £4938
RAMIRO CASTRO DUQUE

Apoderado
BRISTOL-MYERS SQUIBB PHARMA GOMPANY

ASUNTO: Radicacién N° 04-23044
Solicitud intemacional PCTAJS2001/25685
Fecha inicio fase nacional 16/03/2004
Trémite 011
Evento 379
Actuacion 430
. Folios 001

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento el el articulo 38 de la Decision 488 de la
Comisién de la Comunidad Andina, articuio 27 del Tratado de Cooperacion en Materia de Patenies (PCT),

regla 51 bis det Reglamento y Circular Unica de la Superintendencia de Indusiria y Comercio, sa le comunica
que:

0 La solicitud no contiene la copla del documento en que consta la cesidn del derecho a ia patents del
inventor al solicitante 0 a su causante. (Art. 26-k) Decisidn 486).88, Circular unica 5.2.9),

En cumplimiento de lo dispuesto por el aticulo 39 de la Decision 486, sa le requiere para que dentro del
témmino de dos meses sigulentss a la fecha de nolificacién del presente oficio, complete los requialtos
anterlorments enunclados. En caso de no dar cumpimiento al presents requerimiento, la solictud se
considerard abandonada y perderé su prelacién.

Notifiquese el presents oficio conforme a lo dispuesio en el numeral 5.2, lteral e), del capfulo quinto del
® mmmdohcmurummodezom

"7 4 Beil 20D
El anterlor requerimiento fue notificado por fijacion en lista de fecha,




