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HARMA LY A PH ERO

BACKGROUND OF THE INVENTION

Field of the [qvention

Tha invention relates to three-dimensional synthetic and serm-synthetic
compositiona having biological activity and to the uses thereof 1n the treatment
and/or prophylaxis of vanous disorders in mammalian patients. More particularly 1t
relates tn preparations and uses of synthetic and semu-synthetic bodies which after
introduction into the body of a patient, produce beneficial anti inflemmatory organ
protective and immune regulstory effects. The mvention also relates to treatments
and compasitions for alleviating inflammatory and sutoimmune diseases and their

symptoms,

Backeround of the Invention

Professional antigen-presenting cells (APCs) including dendntic cells (DCs) and

macrophages (Mph), actively capture and process antigens (Apgs) clear cell debns,
and remove imfectious orgamsma and dyng colls, including the remdues from dying

cells During this process, APCa can stimulate the production of either
inflammatory Thl pro-inflammatory cytokmes (IL-12, IL-1 INF-y TNF-a, etc } or
regulatory Th2/Th3 cytokines (such as IL-10 TGF-8, IL-4 etc ) dommated

responses’ dependmng on the nature of the antigen (Ag) or phagocytosed matenal and
the lovel of APC matumtion/activation.

APCs romove cellular debns, some of which 13 denved from cell membranes of the
body some from bactenal and parssitic infections and commensal orgamsms such
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as gut bactenna  Whale some of thus cellular debns will imtute a pro-inflammatory
responsc  some intiates a protective and ant: inflammatory response

A normally functioning immune system 1a capable of distnguislung between the
anhgens of foreagn invading orgamams (non-self) and tisaes or debns denved from

self, mounting an immune response only agamst foreign anhgens When a
patient s immune aystem fals to discrimunate between self and non-gelf
autoimmune disorders anse,

Summary of the Invention

This mvention 18 directed to the discovery that pharmaceutically acceptable bodies,
such as iposomes beads or sumilar particles, which comprise phosphate glycerol
groupa, will upon admmistration to 8 mammalian patent, cause an anti-
inflammatory effect and therefore may be used to treat & number of diseases. Thess
bodies mgy further compnse as & minor component an mactive constituent, and/or
constituent which 15 active through a different mechamam,

In a preferred embodiment, the invention 1 directed to a composition of matter
capable of producing an anb-inflammatory response in vivo 1n 8 mammal sad
composition compnsing pharmaceutically acceptable bodies of a size from about 20
nanometers (nm) to 500 micrometers (um), compnising a plurality of phosphate-
glycerol groups or groups convertible to such groups Preferably, the bodies are
essentally free of non lipid pharmaceutically active entihes  Preferably the
phosphate glycerol groups conshitute 60% 100% of the active groups on the bodies.
Following admimstration to a manunal, the bod:es, through the phosphate-glycerol
groups are believed to interact with the tnmune system. As a result, when so
admmistered an anti-mflammatory response 1s elicited

In another embodiment, this mvention 18 directed to a three~dimensional synthetc or
semi-synthetic body otherwise referred to herein as pharmacoutically acceptable
bodies, having a size ranging from 20 nm to 500 pm, and having been modified to
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COMprIse, A8 & MAJOr component, at least one ant-inflammatoty promoting ligand
wherem said ligand has phosphate-glycerol groups

In stil} another embodmment, this imventon 1a directed to three-dimensional synthebe
and sem-synthetic bodies otherwise referred to herein as pharmaceutically
acceptable bodies, having s1zes ranging from 20 nm to 500 um and having
phosphate-glycerol groups on the surfice thereof

In another aspect, the invention 1a directed to & method for treating s T-cell function-
mediated disorder comprising admimstenng to a mammahan patient an effective
amount of pharmaceutically acceptable bodies carrying an effective number of
phosphate-glycerol groups to ihibit and/or reduce the progression of the T-cell
funchion-mediated disorder

This mventon 19 further directed to a method for treating an inflammatory disorder
compnsing adrmumstenng to & patient an effective amount of pharmaceuticaily
acceptable bodies carrymng an effective number of phosphate-giycerol groups to
mbit and/or reduce the progression of the mflammatory disorder

Yet another embodiment of tlua invention 1s a method for treating an endothehal
function disorder compnising admimistening to 2 mammalian patient an effective
amount of pharmaceutically acceptable bodles carrying an effechive number of
phosphate-glycerol groups to mhibit and/or reduce the progression of the endothelal
function disorder

Another embodmment 13 a method for treatmg an immune disorder charactenzed by
inappropnate cytolane expression compnsmg admimstenng to s mammalian patient
an effective amount of pharmaceutically scceptable bodies catrying an effective
number of phosphate-glycerol groups to mhibit and/or reduce the progression of the
mroune dwsorder



W 03061667 PCT/CAG3/00065

This mvention 18 further directed to a process for treating or prophylaxis of a
mammalian cardiac disorder the presence of or the susceptibility to which 1
detectable by observing a prolonged QT-c interval on an electrocardiogram of the
patient, which process comprises admuustening to a mammalian patient suffenng
therefrom or susceptible thereto a phannaceutical compoattion compnming
pharmaceutically acceptable biocompatible synthetic or semu-synthetic bodies,
otherwise referred to herein as pharmaceutically accepinbls bodies, and a
pharmaceutically acceptable camer, wherem at least a portion of said bodies have a
size 1n the range from about 20 nm to 500 pum, and wherein the surfucos of sad
bodies have been modified to carry as a major component, at least one ant

mflammatory promoting group, said group being a phosphate-glycerol

Another embodiment of the invention is a pharmaceutical composition, 1n unit
dosage form, for administration to a mammalian patient, comprnung
pharmaceutically acceptable bodies and a pharmaceutically acceptable camer
wherein at least a portion of the bodies has a s1zo 1n the mange from about 20 nm to
500 um and wherein the surfaces of said bodies compnise phosphate glycorol

groups or groups convertible to phosphate glycerol groups, said umt dosage
compnaing from about 500 to about 2 5 x 10° bodies

A further embodiment of this invention 1s a pharmaceutical composihon compnang
a pharmaceutically acceptable biocompatible synthetic or semi-synthetic bodies
(otherwize referred to herein as pharmaceutically acceptable bodies) and a
pharmaceutically acceptable camer wherein at least a portion of said bodies has a
s1ze from about 20 nm to 500 um and wherem the surfaces of smid bodics have been
mod:fied to compnse, 8s a major component, at least one anti nflammatory

promoting group, wherein said group 18 phosphate-glycerol

A still further embodiment of this invention 15 a pharmaceutical composition

compnaing pharmaceutically acceptable biocompatible synthetic or semi-synthetic
bodies (otherwise referred to herem as pharmaceutically acceptable bodies) and a
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pharmaceutically acceptable carmer wherein at least a portion of said bodies has a
from about 20 nm to 500 um, and compnses cariolipm

Optionally, the bodies described above may additionally compnse an inactive
constituent surface group and/or a constituent surface group which 18 active through
another mechamsm ¢ g. phosphatidylsenne (See, e.g. Fadok etal International
Publication WO 01/66785).

In another embodiment, this invention 1 directed to lyophilized or freoze-dned
pharmaceutically acceptable bodies carrying phosphate-glycerol groups or groups
convestible to phosphate-glyocero! groups, and kits compnsing lyophilized or freeze
dned bodies compnsing phosphate-glycerol groups, or groups convertible to
phosphate-glycerol groups and a pharmaceutically scceptable camer

In another aspect, this imvention 18 directed to a method for treating @ T-cell

funchon mediated disorder comprising adnunistening to a mammahsan patient
guffering from or at nsk of suffening from a T-cell funchon mediated disorder an
effective amount of & compomtion compnising pharmaceutically acceptable bodies
having a mze from sbout 20 nm o about 500 pm, compnsing on the surface thereof
a plurahty of phosphate-glycerol groups or groups convertible to said phosphate
glycerol groups such that upon admnisiration, the progress:on of the T-cell fimction
medated duorder 19 inhibited and/or reduced.

Yet another embodiment of this invention 18 directed to a method for treating an
endothehal function disorder compnsing adminustering to a mammahan patient
suffening from or at nsk of suffenng from an endothehal function disorder an
effective amount of a composibion compnsing pharmaceutically acceptable bodies
having a s1ze of from about 20 nm to ebout 500 um, compnsing on the surface
thereof a plumality of phosphate-glycerol groups, or groups convertible to said
phosphate-glycerol groups, such that upon admuustration, the progression of the
endothelial function dsorder 18 nhibited and/or reduced

Z
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Another embodment of this mvention 18 directed to a method for treating an
immune disorder m a mammaln patient suffering from or at rzk of suffenng from
an immune dworder comprising admimstenng to said mammalian patient an
effectrve amount of a composition comprising pharmaceutically acceptable bodics
having a mize of from about 20 nm to about 500 um, comprising on the surface

thereof » pluraltty of phosphate-glycerol groups or groups convertible to sad
phosphate-glycerol groups, such that upon admimstration, the progression of the
ummune disorder 18 mhitited and/or reduced.

The present invention can also be viewed, from another aspect, as the use of a
receptor on cells of the mammalan immune system, ¢ g. macrophages which
specifically bind to the phosphate-glycerol group The mvention embraces bodies
comprising higands and groups that wall bind to such receptor and consequently
produce an anti inflammatory response Accordingly the present invention can be
defined as bodies comprismg hgands or active groups thersof that compete with the
binding or uptake of phosphate-glycerol expressing bodies as described heremn by
antgen-presenting cells A person gkilled in the art can readily deterrmine whether a
particular body 18 one which wall so compots, by conductmg mmple test
expenments For example, the bodies can be tested with a readily available
monocyhe cell line such as U937 cells. In a first expeniment, U937 cells are
mcubated with fluorescently labeled PG liposomes alone, and 1n other expenments
the U937 cells are incubated 1n the presence of both fluorescently labeled PG
liposomes and diffenng amounts of test compound. If the uptake of the fluorescently
labeled PG liposomes 1n the other expenments 18 reduced in companson with that of
the first expeniment, then the test compound 15 competing for the specific receptor
and 1s a compound withm the scope of the present invention.

Bnef descniption of the dmwings

FIG 1 1 a bar graph presentation of the results of Example 1 below murine contact
hypersenmtivity (CHS acute T-cell mediated inflammatory model) experiments
using hposomes in accordance with a preferred ambodiment of the invention 1n
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companson with other liposomes and controls

FIG 2 s a similar graphical presentatron, showing the use of liposomes of vanous
phosphatidylglycerol (PG) contents, m the munne CHS model, Example 2 below

FIG 3 18 a similar graphical presentation of the results of Example 3 below where
different concentrations of 75% PG liposomes were used 1n the murine CHS model.

FIG 4 18 a similar graphical presentation of the results of Example 4 below where
different concontrations of 100% PG hiposomes were used 1 the munne CHS
model

FIG 5 1 a nmlar graphical pressntation of the results of Example 5 below usmg
hiposomes of different sizes in the CHS model

FIG 613 a simular graphical presentatan of the results of Example 6 below using a
munne model of delayed type hypersensitivity (DHS, chronic T-cell mediated
mflammatory model)

FIG 7 13 a similar graphical presentation of the results of Example 7 below
cardiohpin liposomes 1n a DHS munne model

FIG 8 15 a similar graphucal presentation of the results of Example 8 below
cardiohpin liposomes it a CHS munne model.

FIG 9 shows the change 1n the percentage of excitatory post synaptic potential
(EPSP) slope mn conirol and treated mice which 18 indicative of the effect on long

term potentiation (LTP), Example 9

FIG 10 diwsplays the data shown in FIG 9 1n the format of a bar chart, Example 9
below
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FIG 11 Shows the difference in the concentration of the ant: inflammatory cytokine
IL-4 m the luppocampus of control and treated animals Example 10 below

FIG 12 shows the difference in the concentration of the pro inflammatory cytokine
IL 1B 1n a single cell suspension of spleen cells of control and treated animals,
Example 11 below

FIG 13 shows the difference m the concentmtion of TNF-a in the U937 monocyte
cell Ime treated with varying concentration of 75% PG liposomes, Example 12
below

FIG 14 13 s graphical presentation of the results of Example 13 below, endothelin 1
content in ears of mice treated according to a preferred embodiment of the invention
versus control

FIG 15 18 a graphical presentation of the results of Example 14 ICAM 1 posthive
cells from HUVEC cultures m the presence and absenco of compomitions of the
preferred embodiment of the mvention.

According to the present invention pharmaceutically acceptable bodies carrymg
phosphate-glycerol groups on their surface aro admmistered to pationts  Without
being limited to any one theory 18 believed that these bodies interact with the
immune systern of the patient wath sccompanying beneficial effects such as
inhibition of pro-inflammatary cytokmes in vivo and/or promotion of ant
inflammatory cytolknes The reacting cells may be immune cells such as
professional or non professional antigen prosenting cells endothehal cells,
regulatory cells such as NK T cells and others

These pharmaceutically aceeptable bodies include synthetic and semm synthete

\"3
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bodies having shapes which are typically but not exclusively spheroidal, cylindncal
ellipsoudal mcluding oblate and prolate spheroidal serpentine, remiform et and
nzes from about 20 nm to about S00 pm 1n dismeter, preferably measured along its

longest ax1s, and compnmng phosphats-glycerol groups on the surface thereof.

The pharmaceutically acceptable bodies have phosphate-glycerol groups of
predetermined charactenistics on the exterior surface.  Without being imited to any

one theory, it is believed that these groups are capable of interacting wath the
appropnate receptor(s) other than exclumvely the PS receptor on antigen presenting
cells in vivo  The structure of theso groups may be synthetically sltered and mclude
all, part of or a modified version of the onginal phosphate-glycerol group For
example, the negatvely charged oxygen of the phosphate group of the phosphate
glycero! group may be converted to a phosphate ester group (eg, L-
OP{O)YORN(OR"} where L 1 the remainder of the phosphate-glycerol group, R’ 18
~CH,CH(OH)CH;OH and R" 12 alkyl of from | to 4 carbon atoms or hrydroxyl
substituted alkyl of from 2 to 4 carbon atoms, and 1 to 3 hydroxyl groups provided
that R” 13 more readily hydrolyzed in vivo than the R’ group, to a diphosphate group
including diphosphate esters (e.g  L-OP(OXORNYOP{O)YOR"); wheremn L and R’ are
as defined above and each R" 1 mdependently hydrogen, alkyl of from 1 to 4
carbon atoms or a hydroxyl substituted alkyl of from 2 to 4 carbon atoms and 1 to 3
hydroxyl groups provided that the second phosphate group [ P(OXOR )] 18 more
readily hydrolyzed in vivo than the R’ group or to s tnphosphate group including
triphosphate esters (e g  L-OP(O)(ORNOP(OXOR™OP(O)OR "); wheremn L and R
are defined as above and each R 1s independently hydrogen, alkyl of from 1 to 4
carbon atoms or a hydroxyl substituted alkyl of from 2 to 4 carbon atoms and 1 to 3
hydroxyl groups provided that the second and third phosphate groups are more
readily hydrolyzed in vive than the R’ group; and the like  Such synthetically altered
phosphate glycerol groups are capable of expresaing phosphate glycerol i vivo and,
accordmgly such zltered groups are phosphate glycerol convertible groups

Phosphatidylglycerol 18 a known compound., ]t can be produced, for example by
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treating the naturally occurnng dimenc form of phosphatidylglycerol cardiolipin
with phospholipase D It can also be prepared by enzymatic synthesis from
phosphatidylcholine using phospholipase D — s¢e, for cxample U S Patent

5 188,951 Tremblay, etal Chemcally 1t has a phosphate glycerol group and a pair
of srmilar but different C,5-Cyp fatty acid chains

As used herein the term  PG” 19 intended to cover phospholipnds cammying a
phosphate-glycerol group with a wide range of at least one fatty acid chains
provided that the resulting PG entity can parhicipate as & structural component of a
liposome Prefembly such PG compounds can be represented by the Formula I
Re~=CO——0
n‘-—oo-—oE o

Ls—-o—{——o—ummﬂw

where R and R’ are independently sclected from C — Cas hydrocarbon chams,
saturated or unsaturated, straight cham or contamning a limited amount of branching
wherein at least one chain has from 10 to 24 carbon atoms. Essentielly the Ipad
chains R and R' form the structural component of the Iiposomes rather than the
active component. Accordingly, these can be vaned to include two or one such lipid
chains, the game or different, provided they fulfill the structural function Praferably
the lipid chains may be from about 10 to about 24 carbon atoms 1n length saturated
mono-unsaturated or polyunsaturated, straight-chamn or with a lImmited amount of
branching. Laurate (C12) mynstate (C14) palmitate (C16) stearate (C18),
arachidate (C20), behenate (C22) and hgnocerate (C24) are examples of useful
saturated lipid chains for the PG for use in the present invention Palmutoleate (C16),
oleate (C18) are examples of awtable mono-unsaturated lipid chains Linoleate
(C18) linolenate (C18) and ancludonate (C20) are examples of suitable poly-
unsaturated lipid chains for usc i PG m the hiposomes of the present invention.
Phospholipids wath a single such lipid chain, also useful 1n the present inventon, are
known as lysophospholipids. The present invention also extends to cover use of
hiposomes 1n which the active component 1s the dimeno form of PG namely
cardiohipin but other dimers of Formula I are also suitable Preferably such dimers

10
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are not synthetcally cross hnked with a synthetic cross-linking sgent, such as
maleirnide but rather are cross-linked by removal of 2 glycorol umt as described by
Lehmger Biochemistry p 525 (1970) and depicted 1n the reaction below

R
"H_E_o_{_,_w

rG
R——C0——0—CH, Oiy—O—~L0——H

L 0 L—o——co—n'
f.q_!llr_om o
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HOCH,CH(OH)CH;0H
where each R and R' are independently s defined sbove.

As noted shove and again without bemng lirmited to arny one theory the PG group and
1ts imer are believed 10 be a ligand since 1t 18 believed that it binds to a specific site
on a protemn or other molecule (“PG receptor”) and, accordingly, this molecule of
phosphatidylglycerol (and 1ts dimenic form) 18 sometimes referred to herein as a
ligand” or a “binding group ® Such binding 15 believed to take place through the
phosphate-glycerol group -O-P(=0XOH)-0-CH;-CH(OH)-CH;-OH, which 1
sometimes referred to herein as the ‘head group,” ‘active group, or “binding
group In view of the above reference to “lindmg,” “binding group or ‘ligand”
herein 15 not to infer any mechanism or mode of acion Nevertheless, 1t 158 behieved
that the above phosphate-glycerol groups are presented on the extenor surfaces of
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the bodies of the present mnvention for interaction with companents of the patient s
immune system This interection, 1t should be noted 18 not the same as the specific

mteraction of apoptotic cells with the phosphatidylsenne receptor on antigen
presentng cells

Examples of “three-dimenmonal body portions’ or pharmaceutically acceptable
bodies” melude biocompanble synthetic or semi-synthetic entities such as
hiposomes solid beads, hollow beads, filled beads, particles, granules and
microspberes of biocompatible materials natural or synthetic as commonly used in
the phermaceutical industty The beads may be solid or hollow or filled with
biocompatible matenal The term “biocompatible™ refers to substances which in the
emount employed are either non-toxic or have acceptable toxicaty profiles such that
their use in vivo 15 acceptable Likewnse the term ‘pharmaceutically acceptable’ as
used 1n relation to “pharmaceutically acceptable bodies’ refers to bodies comprised
of one or more matenala which are pharmaceutically acceptable and suitable for
deltvery it vivo  Such bodies can include Irposomes formed of hpids one of wiach
18 PG Altematively the pharmaceutically acceptable bodies can be solid beads,
hollow beads filled beads, particles granules and microspheres of biocompatible
materals, which compnse one or one or more biocompatible matenals such as
polyethylene glycol, poly(methylmethacrylate), polyvinylpyrrolidone, polystyrene
and a wide mange of other natural semi-synthetic and synthetic materials with

phosphate glycerol groups attached thereto

As noted above analogues of phosphatidylglycerol with modified active groups,
which also interact with PG receptors on the antigen presenting cells, through the
same receptor pathway as PG or otherwise resultng mn an anh mfiammatory resction
n the recipient body are contemplated withun the scope of the term
phosphatidylglycerol Thisincludes without imitation, compounds 1n which one or
more of the hydroxyl groups and/or the phosphate group 18 denvatized, or in the
form of a malt Many such compounds form free hydroxy! proups in vivo upon or
subsequent to admmistration and, accordngly compnse convertible PG groups
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Preferred compositions of matter are hposomes, which may be composed of a
vanety of ipids Preferably however, none of the lipids are posthively charged In
the case of liposomes, phosphatidyl glycerol PG may constitute the major portion or
the entire portion of the lipcsome layer(s) or wall(s), onented so that the phosphate-
glycerol group portion thereof 18 presented exteriorly to act as the binding group
and the lipid cham or chains form the structural wall.

Liposomes, or lipid veaicles, are sealed sacs, in the micron or sub-rmicron rangs, the
walls (monolayer or multilayer) of which comprise suitable amphuphiles. They
normally contan an aqueous medium although for the present invention the mtenor
contents are unimporiant, and genemlly mactive Accordingly 1n e preferred
embodiment, the liposomes, as well as other pharmaceutically acceptable bodies are
essenhally free of non Iipnd pharmaceuncally active entities (e g. <1%) and more
preferably are free of non-hipid pharmaceutically acceptable entities. Such
lrposomes are prepared and treated so that the achve groups are presented extenorly
on the hposomal body The PG in the hposomes of the preferred embodiments of
this mvention thus serves as both a higand and a structural component of the
liposome 1tself

Thus a preferred embodiment of this invention provides hiposomal bodies which
expose or can be treated or induced to expose, on their surfaces, one or more
phosphate glycerol groups to act as binding groups Phosphatidylglycerol 11 a
preferred PG ligand and such lipids should compnise from 10% 100% of the
liposome, with the balance bemg an inactive constituent, e g. phosphatidylcholine
PC, or one which acts through a different mechamsm, ¢ g. phosphatidylsenne PS or
mixtures of such Inachve co-constituents such as PC are preferred

At least 10% by weight of such hposome 15 composed of PG preferably at least

50% more preferably from 60 100% and most preferably from 70-90%, with the
single most preferred embodiment being about 75% by weight of PG
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Mixtures of PG liposomes with mactive liposomes and/or with lriposomes of
phospholipids acting through a different mechanism can also be used, provided that
the total amount of PG remams above the minimum of about 10% and preferably
above 60% 1n the total mixture,

As regards to non hposomal bodies for use 1 the present invention, these as noted
to include biocompatible solid or hollow beads of appropnate size The
biocompatible non liposomal synthetic or sem gynthetic bodies may be selected
from polyethylene glycol poly{methylmethacrylats), polyvinylpyrrolidone
polystyrene and a wide mnge of other natural semi-synthetic and synthetic
matenals, with phosphate glycerol groups attached to the surfaces thereof Such
matenels nclude biodegradable polymers such as disclosed by Dunn, etal U S
Patent 4 938,763 which 13 hereby incorporated by reference 1n 1tz enhirety

Biodegradable polymers are disclosed in the art and mclude, for example linear
chain polymers such as polylactides polyglycolides, polycaprolactones,
polyanhydndes, polyamides polyurcthancs, polyestoramudes, polyorthoesters,
polydioxanones, polyacetals polyketala polycarbonates, polyorthocarbonates
polyphosphazencs, polyhydroxybutyrates polyhydroxyvalerates, polyalkylene
oxalates, polyalkylene succinates poly{malic acid) poly(ammo acids),
polyvinylpyrrolidone polyethylene glycol polyhydroxycellulose, clutin, chitosan
and copolymers terpolymers and combinations thereof Other tiodegradable
polymers includs, for example, gelatn, collagen etc

Suitable substances for denvahzation to attach the phospholipxd(s) or portions
thereof with groups or binding groups to three-dimensonal bodies are commercially
available & g. from Polyscionces Inc 400 Velley Road, Wamngton, PA 18976 or
from Sigma Aldrich Fine Chemicals  Methods for thewr denvatizahon are known 1n
the art. Specific preferred examples of such methods are disclosed 1n International
Patent Application PCT/CA02/01398 Vasogen Ireland Limited, winch 1s
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incorporated herein by reference.

It 18 contemplated that the patient may be 8 mammal, including but not limited to
humans and domeshc anmmals such as cows, horses pigs dogs cats and the like

Phospholipids are amphiphilic molecules {1 ¢ amphiphiles), meamng that the
compound comprises molecules having a polar water-soluble group attached to a
water-msoluble hydrocarbon chain, The amphiphiles serving as the layers of the
matnx have defined polar and spolar regions  The amphiphiles can mnclude m
additon to PG 1n thus mvention, other naturally occurring lipids used alone with the
phospholipid carrying the active group, or in a mixture with another The
amphuphiles serving as the layer(s) of the liposomes can be inert, structure
confamng synthetic compounds such as polyoxyethyleno alkylethers,
polyoxyethylene alkylesters and saccharosedicsters

Methods of prepanng liposomes of the appropnate mzs are known 1n the art and do
not form part of this invention. Reference may be made to vanous textbooks and
literature articles on the subject, for example, the review article ‘Liposomes as
Pharmaceutical Dosage Forms™, by Yechezkel Barenholz and Daan J A.
Chrommelin, and hiterature cited theremn, for example New R. C, “Liposomes. A
Practical Approach” IRL Press at Oxford University Press (1990)

The dismeter of the liposomes, a8 well as the ofhor pharmaceutically acceptable
bodies of the preferred embodiment of this invention 15 from about 20 nm to about
500 pm more preferably from about 20 nm to about 1000 nm, more preferably from
about 50 nm to about 500 nm, and most preferably from shout 80 nm to about 120
nm (preferably measured slong 1ts longest axis) In one embodiment, the diameter
of the liposome 18 from 60nm to 500um.,

The pharmaceutically acceptable bodies may be suspended in a pharmaceutically
accepiable carner such as physiological stenle sahne stenle water pyrogen free
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watet, otomic saline and phosphate buffer solutions (e g. stenle aqueous solutions
compnaing phosphate buffer), as well as other non toxic compatible substances used
m pharmaceutica! formulations, such as, for example adjuvarts, buffers,
prescrvatives, and the like. Preferably, the pharmaceutically acceptable bodies are
constituted into a hiquid suspension 11 a stenilo biocompatible liquid such as buffered
sahine and admimstered to the patient by any appropnate route which exposes it to
one or more companents of the immune gystem such as intra-artenally
iniravenously or most preferably intramuscularly or subcutanecusly

It 15 contemplated that the pharmaceutically acceptable bodies may be freeze-dried
or lyophilized sa that they may be later resugpended for admingtration This
mvention 15 also directed to a kit of part compriming lyophilized or freeze-dned
binding group-carrying bodies and a pharmaceutically acceptable carner such as
physiological stenle saline sterile water pyrogen free water sotonic saline, and
phosphate buffer solutions (e g. sterile aqueous soluhons compneing phosphate
buffer) as well as other non toxic compatible substances used in pharmaceutical
formulations, such as, for example, adjuvants, buffers, preservatives, and the like
Protectants for freeze drying, 8 known 1n the art, for example lactose or sucrose
may also be mcluded

A preferred manner of administering the pharmaceutically acceptable bodies to the
patient 18 a course of imections administered daily several times per week, weekly
or monthly to the patient, over a peniod ranging from a week to several months The
frequency and dumtion of the course of the adminustrabon 1 likely to vary from
pahent to patient, and accordmg to the condition being treated, its seventy and
whether the treatment 13 mtended as prophylactic therapeutic or curative Its design
and optimization is well within the skall of the attending physician  Intramuscular
njection, especially via the gluteal muscle, 1s most preferred. One particular
mjection schedule, in at least some of the indications of the mvention, 15 an
injection, via the gluteal muscle, of an appropriate amount of bodies on day 1, a
further injection on day 2, a firther injection on day 14, and then "booster’
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mjections at monthly intervals, if appropnate

It 1s postulated that, 1n many embodiments of the present invention,
pharmaceutically acceptable bodies comprising the PG groups as binding groups on
ther surfiace ere acting as modifiers of the patient s unmune system m a manner
similar to that of a vaccine. Accordingly they are used in quantities and by
adminusiration methods to provide a sufficient locahized concentration of the bodies
at the mte of mtroduction. Quantties of such bodies appropnate for immune system
modification may not be directly correlated with body size of a recipient and can,
therefore, be clearly distinguished from drug dosages which are designed to provide
therapeutic levels of active substances 1n a patient 3 bloodstream and tissues Drug
dosagea are accordingly likely to be much larger than immune system modifying
dosages

The correlation between weights of liposomes and numbers of liposomes 18
denvable from the knowledge, accepted by persons skilled in the art of Iiposomal
formulations, that a 100 nm diameter bilayer vesicle has 81,230 hmd molecules per
vesicle, distributed approximately 50 50 between the layers (see Richard Harnigan —
1992 Unsversity of Bntigh Columbia PhD Thess ‘Transmembrane pH gradients 1n
Iiposomes (microform) drug vemcle interachions and proton flux , pubhished by
Natonal Library of Canada Ottawa, Canada (1993), Unuveraity Microfilms order
no UMI00406756, Canadiana no. 942042220 ISBN 0315796936) From this one
can calculate, for example, that a dose of 5 x 10° vesicles of the order of the dose
used 1n the specific i vivo examples below 18 equivalent to 4 06x 10™ ipud
molecules Umng Avogadro s number for the number of molecules of ipd ina
gram molecule (mole) 6 023 x 102, one determines that this represents 6 74 x 10°!
moles which et a molecular weight of 729 for PG 1s approximately 3 83 x 10¥gm,
or 38 3 ng of PG for such dosage

The quantties of the pharmacentically acceptable bodies to be administered will
vary depending on the nature of the mammalian disorder 1t 15 ntended to treat and
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on the identity and chamctenstics of the patient. Preferably the effective amount of
pharmaceutically acceptable bodies 18 non-toxic to the patient, and 15 not 5o large as
to overwhelm the immune system When using infra-artenal, intravenous,
subcutaneous or mtramuscular admimstration of a sterile aqueous suspension of
phermacoutically acceptable bodies 1t 18 preferred to administer, for each dose, from
about 0 1 50 ml of hquid, contaiing an amount of bodies generally equivalent to
10% 1000% of the number of leukocytes normally found 1in an equmvalent volume
of whole blood Preferably, the number of bodies administered per delivery to a
human patient 1 in the range from about 500 to about 2.5 x 10° (<250 ng of bodes,
in the case of liposomes, pro-rated for density differences for other embodiments of
bodies), more preferably from about 1 000 to about 1,500 000,000 even more
preferably 10 000 to about 50 000,000 and most preferably from about 200,000 to
about 2,000 000

Since the pharmaceutically acceptable bodies are actmg, 1n the process of the
mvention, as immune system modifiers, in the nature of a vaccine, the number of
such bodies admunstered to an injection site for each admnistrahon maybe a more
meanmngful quanttation than the number or weight of bodies per unit of patient body
weight For the same reason, 1t 18 now contemplated that effective amounts or
numbers of bodies for small ammal use may not directly translate mto effective
amounts for larger mammals (i o greater than 5 kg) on a woight ratio basis

The present invention 18 indicated for use n prophylaxis and/or treatment of a wide
vanety of mammalhan disorders where T-cell function, inflammation endothelial

dysfunction and nappropnate cytokine expression are involved A patient having or
suspected of having such a disorder may be selected for treatment  Treatment'

refers to a reduction of symptoms, such 2s, but not imited to a decrease 1n the
seventy or number of symptoms of the particular disease or a limit on the further

progression of symptoms.

With respect to T-coll function (T-cell mediated) disorders, these disorders include
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any and a1l disorders mediated at least in party by T-cells and include for example,
ulcers, wounds, and autoimmune disorders including, but not limited to diabetss,
scleroderma, psoriasis and rheumatod arthnts.

The mvention 1s mdicated for use with inflammatory allergic reactions, organ and
cell transplantation reaction disorders, and microbnal infechions giving nise to
inflammatory reactionts It 15 also indicated for use in prophylaxis agamst oxidative
stress and/or 1schomia reperfusion 1yjury, mgestian of poisons, exposure to toxic
chemicels radiation damage and exposure to sirbome and water-bormne mmtant
substances, ¢tc  which cause damaging inflammation It 15 also imdicated for
inflammatory allergic and T-cell medizted disorders of inmternal organs such as
lndney hiver, heart, eic

With respect to disorders involving inappropnate cytolane expression for which the
present invention 15 indicated, these include any and all disorders mnvolving
mappropnate cytolane expression and include for example, neurodegenerative
diseases Neurodegenerative diseases, including Down's syndrome  Alzheimer's
disease and Parkinson s disease, are associated with increased levels of certain
cytokines including interieulan-18 (IL-18) (see Gnffin WST et al (1989) Mogi M
et al (1996)) It has also been shown that [L-18 inlhubits long term potentation in
the hippocampus (Murmay, C A. et al (1998)) Long term potentation mn the
hippocampus 15 a form of synaptic plasticity and 18 genernlly considered to be an
appropnate model for mamory and learming (Bliss, TV P etal (1993)) Thus,
Iappropnats cytolane expression in the bram 13 currently believed to be involved in
the development and progression of neurodegenenative discases and
neuroinflammatory disorders

Thus, the invention 15 indicated for the treatment and prophylaxis of a wide vanety
of mammalian neurodegencrative and other neurological disorders including Downs
syndrome Alzheimer's discase Parkinson s disease, senile dementis, depression
Huntingdon s disease, peripheral neuropathies, Guillain Barr syndrome, spinal cord
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diseases, neuropathuc jont diseases, chronic inflammatory demyehinating diseasc,
neuropatines including mononeuropathy, polyneuropathy, symmetnical distal
sensory neuropathy neuromuscular junction disorders myasthemas and
amyotrophic lateral sclerosie (ALS) Trestment and prophylaxis of these
neurodegencrative diseases represents a particularly preferred embodiment of the
mvention, with treatment of Alzheimer’s discase Parianson s disease and ALS

particularly preferred.

Regarding disorders involving endothela] dysfunction, the present invention 15
indicated for the treatment and prophylaxis of 8 wide vanety of such mammalian
disorders includmg, any and all disorders mediated at least 1n part by endothehal
dysfunction and nclude, for example, cardiovascular diseases, such as
atherosclerosis penpheral artenal or artenal occlusive disease, congestive heart
faslure, cercbrovascular discase (stroke) myocardial infarction, angina,
hypertension, etc vasospastic disorders such as Raynaud’s digease, cardiac
syndrome X, migramne etc , and the damage resulting from 1schermia (ischemic injury
or ischemia reperfusion injury) In summary it can be substantially any disorder the
pathology of which involves an inappropnately functioning endothelum

Further indications for the compositions and processes of the present imnvention
include the treztment of patients to accelemte their rate of wound healing and ulcer
healing, and treatment of patients pnor to surgical operations, to accelerate their rate
of recovery from surgery including their rate of heahng of surgical wounds and
INCISIONS

In regard to “cardiac disorders,” the present invention 18 indicated for the treatment
and prophylaxis of a wide vanety of such mammalian disorders including, any and
all disorders rolating to the heart and include, for example ventricular arrhythmias
(ventnicular techycardia or fibnllation) and sudden death from heart disease
Susceptibility of patents to cardiac disorders such as arthythmias and sudden
cardiac death 15 often indicated by prolonged QT-¢ intervals in the heart beat
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thythm Admimstration of compositions according to the preferred embodiments of
the invention 18 believed to reduce QT-c intervals in mammalian patients, indicative
of reduced susceptibility of to arrhythm:a and sudden cardiac death

The invention 15 further described, for :llustrattve purposes, m the following non
limiting examples.

In the examples below, the following abbreviations have the following meamngs If
an abbreviation 18 not defined, 1t has it generally acceptable meaning

Ug = microgram
pL = microliter
pm =  mcrometer
uM

= mcromolar
CHS = contact hypersensitivity
cm = centimeter

DMSO = dimethylmifoade
DNFB = 2 4-ditroflucrobenzene
DHS =  delayed-type hypersenmtivity

EtOH = ethanol

B = gm

hrs =  hours

Hz = hertz

™M =  intamuscular

IP = ntraperitoneal

kg = Tlogmm

LPS = hpopolysaccharide
LTP =  long term potenhation
mg =  mihgram

min = mmutes
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ml = milhlter
mM =  mllimolar

ms = mlhsecond

ng =  nanogram
nm = nanomefer
nM =  nanomolar

PBS =  phosphate-buffered sahne
PCR =  polymerase chain reachon
POPS = 1 Palmitoyl 2-Oleoyl-an Glycero-3 [phoapho-L-serine] referred to

herem as PS

POPG = | Palmitoyl 2-Oleoyl-sn-Glycero 3{phospho-rac-(1 glyceroD)]]
referred to heren as PG

POPC = 1-Palmitoyl 2-Oleoyl-sn-Glycero-3 phosphocholine, referred to
herem as PC

RFM = revolutions per minute

5 = gecond

Unlesa otherwise stated, the procise form of the lipids used m the expenments was
POPS POPG and POPC as set out above

Example 1

Liposomes of 100 + 20 nm in average diameter were prepared according to standard
methods known in the art and had the following compositions

Group A 100% PS

Group B 100% PG

Group C - control, no liposomes

A stock suspension of sach liposome composition contaimng 4 8 x 10" liposomes
per m| was diluted with PBS to give an injechon suspenmon contaming 6 x 10°
particles por m! The liposomal suspensions were injected into female BALB/c mice
(Jackson Laboratories) aged 6-8 weels and weighing 19 23 g, to determine the
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effect on ear swelling 1n the munine contact hypersenmtivity (CHS) mode! The
CHS model tests for Th] mediated inflammatory reactions

The animals were assigned to one of 3 groups, with 5 arumals 1n each group
Groups A and B received approximately 3 x 10° of the above-1dentified liposomes
(i e. 100% PC and 100% PG, respectively), in 3 volume of approximately 50 ul
Group C was a control group recerving no hposomes.

Protocol

The {ollowing expenments were performed

TABLE]
Lpo- Day 7
Group { somes | Day 1 Day2 |Dey3 |Day4 |Day5 |Dayé (24
hours)
A 100% | Injected Injected Ear
PS then Injected | Injected | Injected | Injected | then
measured
senmtized challenged
Injected Injected
100% Ear
B then Injected | Injected | Injected | Injected | then
PG measured
sensitized challenged

On Days 1 6, mice of Groups A and B were injected with the respective liposomes
preparstions Approximately 300,000 iposomes were injected in 50 pl volume via
mtramuscular (IM) injection, for a tota] admimstration over the test penod of about
1 800 000 lposomes Mice of the control group (Group C) received no liposomes,
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PG liposomes 18 substantially greater than that from 100% PS liposomes

Example 2

Liposomes of 100 + 20 nm in average diameter were prepared according to standard
methods known m the art and had the following compositions

Group A - 100% PG

Group B - 75% PG, 25% PC
Group C-50% PG 50% PC
Group D-25% PG 75% PC
Group E -FBS only
Group F —no mjection

A stock suspension of each hiposome containing 4 8 x 10' iposomes per ml was
diluted to give an myection suspension contaming 12 x 10° liposomes perm! The
liposomal suspensiona were used to mject o mice to determune the effect on ear
swelling 1n the munine CHS mode! = biological system useful for assaying Thl
mediated inflammatory reachons For these expenments, female BALB/c mice
{Jackson Laboratories) aged 6-8 weeks and weighing 19 23 g were used

The animals were assigned to one of 6 groups (Groups A F above) with 10 animals
m each group Control groups were also included that received no injections (Group
F) or injechions of PBS with no liposomes (Group E) Ammals in Groups A D were
mjected with 50ul of the above-identified liposome suspensions, each containing
about 6 x 10° liposomes.

Protocol

The test invol ves sensibzation (Sens) with a potentially inflammation-causing
substance, 1njection of liposomes (Iny) in test animals or PBS in controls and
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but were sensihzed, challenged and tested in the same way as Groups A and B a»
descnbed below

Senmbizapion

On Day 1, following liposome myection for that day mice were anaosthetized with
02 m! 5 mg/ml sodium pentobarbital via IP injechon The abdomunal skin of the
mouss was sprayed with 70% EtOH and a scalpel blade was used to remove about a
one-inch diameter patch of hair from the sbdomen. The shaved area was then
painted with 25 ul of 0 5% 2,4-dimtrofluorobenzene (DNFB) 1n 4 1 acetone: olive
oil using a pipette tip.

Challenec
Following lipozome injection on day 6, mice were challenged with DNFB by

panting 10 ul of 0 2% DNFB on the dorsal surface of the right car with a pipette tsp
and by pamting 10 ul of vehicle on the left ear with a pipette tip

Results

On Day 7 24 hours aftes challenge cach ammal was anaesthetized with Halothane
and ear thickness was meagured using a Peacock spring loaded micrometer Data
was expressed as the difference between the treated nght ear thickness and the
thickness of the vohicle-treated Ieft ear  The expenments were ropeated three imes
on smular ammals Increase in ear swelling was used as a measure of CHS
response. The significance of the dats was determined by the two-tmiled student s t
test. A P value of <0 05 was considered significant.

The results are presented 1n FIG 1 & bar graph showing the mean values from the
three expenments of ear swelling reported in pm

FIG 1 shows that a sigmficant reduction 1n ear swelling was achieved by ijection
of liposomes according to the present invention The reduction achieved with 100%
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challenge (Chal) wath the potentially inflarmmnation-causing substance following
measurement (Meas) to determine whether the 1njection of liposomes are effective
against the development of inflammation by the challenge.

The following expenments were performed

Group | Lipo- Day 1 Day |Day |Day |Dmy |[Day6 Day
somea z 3 4 5 7
A 100 PG {Sens & |Im Iny Iny Inj Chal& | Meas
Iny Iny
B 75% PG (Semé& |Inm Inj In Iny Chal& | Meas
Iny Iy
C 50%PG |[Sew& |Imm |Inj |I;y |[Im Chal& | Meas
Iny Iy
D 25% PG |Sems & |Imp |Iy |Iy |Im |Chal& |Mens
Inj Iy
E None Seu& |Ijj |I;j |Ijy |Iy |Chal& | Meas
(FBS Iny Iny
only)
F none Sens Chal Meas

On days 1-6 the mice were iyjected with the respective liposomes s indicated
above Liposomes were injected in 50ul volume via IM mnjection, / e , 600 000
hiposomes per inyection, for a total administration over the test period of 3 600,000
liposomes Mice of the control group received no liposomes but were sensiized
challenged and tested m the same way as the other groups of mice, as described
below

Sensihzahon (Sens)

OnDay 1 following ipasome injection for that dsy mice were anaesthetized with
0 2 ml 5 mg/ml sodium phenobarbital via IP injection. The abdominal skin of the
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mouse was sprayed with 709% EtOH and a blade was used to remove abouta one
inch dismeter of hair from the abdomen. The bare area was pamted with 25 pl of
0 5% 2,4-dimtrofluorobenzene (DNFB) in 4 1 acetone olive o1l using a prpette tip

Challengo (Chal)

On Day 6, following hposomes injection for that day, mice were challenged (Chal)
with DNFB as follows 10 ul of 0 2% DNFB was painted on the dorsal surface of
the nght ear with a pipette tip and 10 pl of vehicle was panted on the left car with a
pipetts ip

Results

On Day 7 24 hours after challenge, each amimal was anaesthetized with Halothane
and car thickness was measured (Meas) using a Peacock spnng loeded micrometer
Increase tn ear swelling wus used &3 &8 measure of CHS response  Data was
expressed as the difference in the treated night ear thickness minus the thickness of
the vehicle treated left ear The sigmficance between the two groups 15 determined
by s two-tailed student’s t test. A P value of <0 05 13 considered sigmficant.

The results are presented graphically m FIG 2, a bar graph showing ear swelling 1n
pm The mean value from the respective éxpenments was used 1n comphng the
graph

FIG 2 shows that a sigmficant reduction in ear swellmg with both 100 and 75% PG
18 achigved, showing that both these concentrations protect aganst the development
of inflammation resultng from contact with the allergenic aubstance, DNFB The
50% and the 25% PG liposomes also showed reductions as compared with both
controla but the differences did not reach statistical sigmificance in this experiment
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Example 3

Liposomes of 100 + 20 nm in average diameter were prepered according to standard
methods known mn the art and were composed of 75% PG 25% PC A stock
suspension contammg 4 8 x 10'* liposomes per m1 was used as before and diluted m

PBS to give an injection suspension contmnmg the following concenttions of

liposomes
Group | Liposomes Concentration Liposomes per | Animals in
(liposames per mL) mjection Group

A 75% PG, 25% [ 12x10" 6x 10" 10
PC

B 75% PG, 25% | 12x 10° 6x 107 10
PC

c 75% PG 25% | 12x 10° 6x10 16
PC

D 75% PG 25% | 12x 10 6x10° 16
PC

E 75% PG 25% | 12x10° 6x10° 16
PC

F none (PBS 16
only)

BALB-¢ mice were divided into s1x groups (Groups A F) mcluding a control group
receiving no liposomes but ijected with 50 pL of PBS (Group F) Mice were
sensihized on the flank, mjected with their selected liposomal dose, intramuscularly
to the nght leg muascle, on the sgame day as but after sensitisation (day 1) and on
daya2,3,4 and 5 On day 6 they were both ijected and challenged on the ear as
described in Example 1 The thickness of the car was measured as described 24

hours after the challenge
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The results (FIG 3) show a sigmficant difference between the control group (Group
F) and Group C (12 x 10* hiposomes per ml) and between the control group and
Group D (12 x 10’ liposomes per ml) and betwean the control group and Group E
(12 x 10° hposomes perml) There was hittle difference between the control group
and Groups A or B (12 x 10"' and 12 x 10 iposomes per m! respectively)
suggesting that there 18 an optimum range of Liposome concentrations above which
the beneficial effects may be reduced In other expenments, a decrease in effect was
also be observed as the concentration of the iposomes was decreased below 12 x

10* Iiposomes per ml

Example 4
Liposomes of formulation 100% PG and 10020 nm 1n average size were prepared
according to standard methods Four groups (Groups A D) of 10 mice were
sensitsed, myected and challenged 1n accordance with the procedure and schedule
described in Example 3 with the following numbers of 100% PG liposomes
delivered 1n a 50 pl suspension
GroupA—6x 107
GroupB -6 x 10°
GroupC - 6x 10°
Group D~ 6x 10

The results, along with the PBS control from Example 4 are presented in simular bar
graph form in FIG 4 A significant reduction in ear swelling, as compared with the
control group 15 to be noted for each of the test groups, but with little difference
between the vanous groups.

Example 5
Liposomes of composition 75% PG, 25% PC and of 50 100 200 of 400 nm in
average diemeter were prepared by standard methods They were tested 1n the
munine CHS model, as in Examples 3 and 4 using 6 x 10° liposomes 1n 50 pl
suspensiong for each injection, and a sensitisation ijection-challenge schedule and
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procedure as in Example 3 The groups were a8 follows

Group A 50 nm liposomes
Group B 100 nm liposomes
Qroup C 200 mm liposomes
GroupD 400 nm liposomes
Group E no liposomes

The results are presented inFIG 5 The result from Group D usmg the 400 nm
dismeter iposomes 18 not significantly different from the control group (Group E),
indicating a probable s1ze mnge enticality mn this model

Exampls 6

A stock suspension of 75% PG hposomes of 100120 nm m avemge dismeter
containing 4 8 x 10" liposornea per ml was diluted to give an wjection suspension
contarning 6 x 10° liposomes per m! The Liposomal suspensions were used to inject
mnto mice, to determune the effect on ear swelling in the munine DHS mode]l Asin
Example 1 female BALB/c mice (Jackson Laboratones) aged 6-8 weeks and
weighing 19 23 g were used

The arumals were assigned to one of 3 groups with 10 animals in cach group. A
control group (Group C) received only PBS injections  Arumals of Groups A and B
were mjected with 50 ul of 2 suspension contmiming 6 x 10’ iposomes

Proocol

On days 13 18 the mice were injected with the 75% PG liposomes as indicated
below Liposomes were injected in 50 pl volume via IM injection, I e. 600,000
liposomes per imjection for a total admumstration over the test peniod of 3 600 000
liposomes Sensitization and challenge took place as described in Example 2

DAY | TREATMENT

3$
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Senmitized
Challenged
Measured
12 Challenged
13 Measured & Injected
14 Injected
15 Imected
16 Measured & Injected
17 Injected
18 Imected & Challenged
19 Measured
Results

The results are presented graphucally in accompanying FIG 6 and show that 75%
PG 13 effective n the DHS model on day 16 24 hours after the third myection

following the second challenge
Example 7

Liposomes of composed of 100% cardiolipin (CL) and 100420 nm in average
diameter were prepered, by standard methods These were used at a dosage of 6 x
10° hiposomes per 50 p! per myection m the murme DHS model descnbed 1n
Example 6 Data obtarned from ammals myjected with CL hposomes (Group A, 10
animals) was compared to data obtaned from aumals recerving only PBS (Group
B, 10 animals). The sensitisation, injection and challenge procedures were as
described in Exemple 2 The ear thickness measurement resuits taken on day 19 24
hrs after the 6® injection, are presented n FIG 7 The results showed a significant
reduction 1n ear swelling within the CL-imyjected test (Group A)

3¢
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Example 8

Liposomes of 100 nm 1n average diameter, and compnsing either 100% cardiolipin
or 75% candwolipin and 25% PC, were prepared by standard methods Three groups
(Groups A-C) of 10 mice were sensitised onday 1 A control group received
mjections of PBS on days 1, 2 and 6 (Group C) The other two groups recerved
myections, of 6 x 10° 100% cardiohipin hiposomes (Group A) or of 6 x 10° 75%
cardiohpin liposomes (Group B) hiposomes 1n 50 pl per injection according to the
same schedule. The mice were challenged on day 7, and the car thickness measured,
aa described 1n the previous examples

FIG 8 shows the mean measurements 1n each group Both groups receiving CL
Iiposomes showed & statistically sigmificant suppression of CHS compared to the

control group

Example 9

To study the cellular end molecular mechansms underlying cogmtive function, the
Long-Term Potentiation (LTF) animal model 15 used LTP 35 a form of synaphc
plasticity that occurs 1n the hippocampal formation, which has been proposed as a
biclogical substrate for learming and memory (Bliss &f al Nature 361 31-39 (1990))
LTP 1n rats 18 momntored electrophysiologically by methods well known to those in
the art. The ammals are then sacrificed to investigate biochemical changes in
hippocampal tissues Comparing the results of electrophysiological data with
biochemical luppocampal changes 15 useful for determmmng how the cellular events
that undeclie LTP may be altered in animals suffermg from diseases or drsorders
associated with neuromnflammaton such as aging stress, Alzheimer’s discase, and
bactenal infection

Systemuc administration of lipopolysaccharide (LPS), a cell wall component of
Gram-ncgative bacteria, provokes an activation of the immune system by inducing
an increase 1n pro-mflammatory cytokines such as IL-18 As noted above, ane
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example of a neuronal deficit induced by LPS and IL-18 1s the impaimment of LTP 1n
the happocampus An indicator of LTP 15 the mean slope of the population
excitaiory post-synaptic potenhal (epsp) Upon tetarue stimulation, the epsp slope
(%) increases sharply indicatmg tncreased synaphic activity LPS mduced mnhibition
of LTP reduces the increase in slope, and/or causes the epsp slope to revert more
rapidly to base Iine, indicating that the increased synaptic activity 1s short lived
Accordingly measurements of the epsp slope (%) at timed intervals after tetamc
sttmulation can be used to reflect memory and the loss thereof following an
inflammatory stmulus as well aa mflummation m the hippocampus of the brain

Liposomes of 100120 nm 1n average diameter were prepared as acconding to
standard methods known 1n the art and were composed of 75% PG and 25% PC A
stock suspension of the iposames contaxung about 2 9 x 10" hiposomea per ml was
diluted with PBS to give an myection suspension contaning sbout 1 2x 107
Iposomes per ml  This was then used to myect mto rats, to determne the effisct on
LPS induced rmpammment of LTP  For these expenmenta male Wistar rats
(BioResources Umit, Truty College, Dublm) weighing approximately 300 g, were
used

The aniraals were asmigned to one of four groups, 8 ammals in cach group to be
treated as follows

Group A saline + control
Group B sahine + PG
Group C LPS + control
Group D LPS +PG

150 yl of each above-1dentified preparation was injected via IM myection on days 1
13,and 14 Groups B and D received a total of 5,400 000 liposomes (1,800 000
liposomes per ijection) The LTP procedure and tissue preparation procedure were
camed out on day 0

<
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LIP Procedure

Rats were anacsthetized by IP injection of urethane (1 5 g/kg) Rats recerved esther
LPS (100 ug/kg) or saline mtrapentoneally Three hours later & bipolar shmulating
electrode and a unipolar recording electrode were placed in the perforant path and 1n
the doreal cell body region of the dentate gyrus respectively Test shocks of 0 033
Hz were given and responses recorded for 10 min before and 45 min after high
frequency stimulation (3 trains of sitmuli dehvered at 30 s itervals, 250 Hz for 200
ms)

Rats were killed by decapitation The hippocampus the tetamzed and untetapzad
dentate gyn the cortex and entorhinal cortex were dissected on ice, sectioned and
frozen in 1 ml of Krebs solution (compos:ition of Krebs inmM NaCl 136 KC] 2.54
KHaPO, 1 18, MgSO, TH0 1 18 NaHCO; 16, glucose 10, CaClz 1 13) contaming
10% DMSO

Reaults

The results are shown n FIG 9 The graph shows the difference in the excitatory
post-synaptic potential (epep) recorded 1n cell bodies of the granule cells Tho data
presented are moans of seven to eight obscrvations 1n each treatment group and are
expressed as mean percentage change 1n epsp slope every 30 s normahzed with
respect to the mean value m the 5 minutes immediately prior to tetamc strmulation
FIG 9 shows that the LPS induced mhibition of LTP m porforsnt path-granule cell
synapses was overcome by pre-treatment with the PG liposomes The filled
tnangles represent Group A (ssline + control), the open tnangles represent Group B
(saline + PG) the filled squarea represent Group C (LPS + control) and the open
squares represent Group D (LPS + PG)

FIG 10 shows that analysis of the mean values 40-45 minutes post tetanic
stimulation indicate that the population epsp slope was decreased 1n the control LPS
group (open bars) and that the PG hposomes (haghed bars) significantly reversed
ths effect (*p<0 01) As an index of memory and leaming funchonahty the

34
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improvement in sustamability of LTP demonstrated in this Example mdicates
suitability of the treatment for dementas ¢ g Alzheimer’s disease and memory
mpaiment.

Example 10

IL-4 15 one of a pumber of cytokines secreted by the Th2 subclass of lymphocytes
and 18 known for its anh-inflammatory effects FIG 11 shows that the L4
concentration 1n the hippocampus was significantly increased in the LPS group that
had been pre-treated with the PG hiposomes (*p<0 05). Open bara represent control
group (Group E) and hashed bars represent the PG treated group (Group F) IL4
was measured by ELISA and expressed as PG of IL-4 per mg of total protein.

This upregulation of the antn mflammatory cytokine IL-4 in the brain is indicative of
the use of the process and composition of preferred embodiments of the present
invention in treating a wide range of neuroinflammatory disorders including
Parkinson’s disease ALS chronic inflammatory demyelinating disease CIPD and
Guillayn Barr syndrome

Example 11

IL-1P 18 one of a number of cytokines secreted by the Th] subclaas of lymphocytes
and 15 known for 1ts proinflammatory effects Spleens from amimals treated as
deacribed 1n Example 9 groups C and D thereof, were extracted and spleen cells
collected They were prepared as followa

FIG 12 shows that the IL-1P concentration in spleen cells was sigmficantly reduced
in the LPS group that had been pre-treated with the PG liposomes (*p<0 05) IL-1B
was measured by ELISA and exproased as picagrams of IL-1 per mg of total
protein This indicatea a systemic inflammatory effect of the process and
compositions of preferred embodiments of the present invention

Example 12
U937 15  monocytic leukerma cell line that can be differentiated into macrophages
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by admimistration of phorbol esters  Treatment with lipopolysacchande (LPS), a
component of the cell wall of Gam negative bactena stimulates an inflammatory
response 1n U937 cells, with the upregulation of expression of a number of
inflammatory molecules including TNFa This model provides an experimental
system for the assessment of ant: inflammatory therapies  The macrophages can be
grown 1n culture medium 1n the presenco of a suspected antt mflammatory
composition, and the expression of TNFa: can be measured.

Liposomea of 100 + 20 nm 1n average diameter were prepared accordmg to siandard
methods known mn the art and had a compomtion of 75% phosphatidylglycerol (PG),
25% phosphatidylcholme (PC) The stock concentrahon of hposome was about 40
mM lipid and was diluted to the following final concentrations 1n the assay

100 uM phosphatidylglycerol (PG)

40uM PG

10 yM PG

4 0 uM PG

1 WM PG

The U937 eolls wore cultured by growing 1n RPMI medum (GIBCO BRL)
supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) and 13 ponicillin/streptomycin
and grown at 37°C m an atmosphere contmmng 5% CO; 5 x 10° cells were seoded
into wells of 6-well plates and caused to differentnted into macrophages by
treatment with 150 nM phorbol mynistate acetate (PMA) for 2-3 days The cell
medium was then replaced with complete medium after the U937 cells had
differentiated 1nto macrophages The cells were then incubated for an additional 24
hrs to minmuze pleotropic effects due to PMA treatment.

The cells were then mncubated with either

Group A Phosphate buffered saline (PBS) — as a negative control
Group B 10 ng/ml LPS - as a positive control

Group C 10 ng/ml LPS + 100 pM PG

A
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Group D 10 ng/ml LPS +40 uM PG
Group E 10 ng/ml LPS + 10 uyM PG
Group F 10 ng/ml LIPS +4 0 uM PG, or
Group G 10 ng/ml LPS + 1 uM PG

The cells were incubated as descnbed above at 37°C 1 5% CO; After 18 hrs, the
supematants from each treatment were collected and assayed for TNF-t using a
standard Quantikine Enzyms-Linked Immunasorbent Asssy (ELISA) lat (R&D
systems, Minneapolis USA).

Regulty

FIG 13 shows the amount of secreted TNF-a m PG perml The results
demonstrates that U937-differentiated macrophage cells expross very low levels of
TNF-a under normal conditions  However, once exposed to LPS, they secretn large
amounts of TNF-a 1nto the surrounding medium which 18 mdicative of cellular
streas occurnng  Incubation of the cells with PG liposomes inhibits the secretion of
TNF-a 1n a dose-dependent manner with the hughest concentration of 100pM
resulting in a 98% decrease, and even the lowest concentration of 1yM causmg a
58% decrease in TNF-a expression

Example13

To deternmne the offect of the PG liposomes of the preferred embodiment of the
present mvention on endothelial function the endothelin-1 {(ET 1) content m the ears
of mice which had been subyected to the CHS studies as desenibed in Example 3 was
detsrmunod Endothelin 1 1s a potent vasoconstnictive agent, has inotropic and
mitogemc actions modulates salt and water homeostasis and plays an important role
n the mantenance of vascular tone and blood pressure  Vanous lines of evidence
indicate that endogenous ET 1 may contribute to the pathophysiology of conditions
associed with sustained vasoconstniction such as hoart faijure In hoart fathe,
elevated levels of circulating ET 1 and big ET 1 are observed (Gignnegs; D, Del Ry

37
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S. Vitzle RL. “The role of endothehns end thewr receptors in heart flure *
Pharmacol Res 2001 Fob 43 2 111-26) Thus ET 1 18 a marker of endothelial
function and increased production of ET 1 1n tissue 18 indicative of mpaired
endothehal function.

In order to determine ET 1 expression mouse ears (nght challenged ear) were
harvested 24 hirs after challenge 1n CHS expennments  Ears were obiained from
mice myected intramuscularly with PBS for 6 days (Group A) and mice imected
mtramuscularly with 75% PG/25% PC liposomes (600 000 liposomes/injection
Group B) Ears were stored 1n RNAlater at <20°C until RNA extraction RNA was
extracted and cDNA was genemted using reverse transcriptase (RT) along wath ET
1-specific pnmeors as an internal control PCR was also performed using 3-actin-
specific pnmers  PCR products were msolved on a 1 5% agarose gel and tho DNA
bands were quantitated by densitometry analysis. The mtio of ET-1/8-actin was
calculated

7B
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PCR Preparation
PCR Mix (ET 1)

5ul PCR Buffer (10x)

1 Sul MgCI2 (50mM)

1u1 NTP (10mM)

0 5ul Pnmer | (25uM)
0 5ul Pnmer 2 (25uM)
0 25u1 TAQ

2 5ul ¢cDNA

38ul Water

50ul Total

PCR Mx (8-Actin)

5ul PCR Buffer (10x)
1.5p1 MgCl12 (50mM)
1l NTP (10mM)

1 pl Prmer 1 (10uM)
1l Primer 2 (10uM)

0.25ul TAQ

2 5ul cDNA

37 75ul Water

50u! Total

PCT/CAO3/00065
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Pnmens (as previously described — see for example Yang, L, Husain M, and
Stewmrt. DJ “Conditional cardiac overexpression of endothelin-1 In transgenlc
mice®, FASEB J 15(5) A1138 — A1138 Part 2, MARS 2001

ET 1(r) 5-CAG CAC TTC TTG TCT TIT TGG-3
ET 1(f) 5'<CCA AGG AGC TCC AGA AAC AG-3

B-Actin(F) 5 -GTG GGC CGC TCT AGG CACCAA 3
B-Actin(r) 5 -CTC TTT GAT GTC ACG CAC GAT TTC-3'

PCR Seitings

94°C - Sminutes

94°C - 308 }

60°C - 30s 30 cycles
72°C - 60s

72°C - 10 minutes

4£°C Soak

After 6-daily mjections of the 75% PG liposomes, the level of ET-1 was decreaged
by 36% relative to control mice receiving PBS duning the same imection regimen
The results are shown graphically on FIG 14 This decrease mdicates a beneficial
effect resulting from the imection of the liposomes of the preferred embodiment of
the mnvention on endothelial function in a mammahian patient, through Thl mediated
inflammation reduction
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Example 14

Intercellular adhesion molecule 1 (ICAM 1) 1s a coll surface molecule expressed by
severzl cell types, mcluding leukocytes and endothelial cells. It 13 involved in the
adhesion of monocytes to endothelial cells and plays a role 1n inflammatory
processes and m the T-cell mediated host defense system ICAM 1 expression
probably contnibutes to the chimcal mamfestations of a vaniety of diseases,
predommantly by interfenng with normal immuns funchon Among these are
malignancies (¢ g. melanoma and lymphomas) many inflammatory disorders (e.g
asthma and sutoimmune disorders), atherosclerosis 1schemia certain neurclogical
disorders, and allogeneic organ transplantation (Van de Stolpe A, van der Saag PT,
“Intercellular adhesion molecule-1" J Mol Med. (1996) 74 1 13-33),

Human umbilical vein endothelial cells (HUVECS) are a primary cell ime of
ondothehal cells that are isolated from umbilical vein cords as follows

T75 flasks were prepared by coating with 0 2% gelatn (5 7 mi/flask) for 8 munmum
of 15/20minutes or overnight. The excess was then removed. The cord was
sprayed with 70% ethanol prior to procedure and any placenta still remaining
attached to the cord was cut away The cord was then cut to an approximats length
of 5-6 nches The cord has two artenes which are thick walled and one vern that 18
bigger and thin walled The vein was located and the serrated edge of a stopper
placed into it. Approxmatsly 20¢m of strmg was then used to tie the cord onto the

stopper

The cord was then washed through with phosphate buffered saline (PBS) a number
of times until the PBS ran clear Following this 15-20mis of Collagenase solution
was placed into the cord, it was wrapped n tinfoil and incubated for ! Sminutes at
37°C After incubation the tied end of the cord was cut and the collagenase dramed
into a 50m! tube Collagenase was thon passed through the cord again, the cord was
massaged to loosen the endothehal cells and then PBS was passed through the cord

41
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and collectad into the sarhe tube contaiming the collagenase solution This was then
centnifuged at 1600RPMs, the supernatant removed and the pellet resuspended in
10 12 mis of M199 complete medium Finally the medium containing the cells was
added o the gelatinized flasks.

Liposomes of 100 + 20 nm m average diameter were prepared according to standard
methods known 1n the art and had a composition of 75% phosphatidylglycerol (PG)
25% phosphatidylcholine (PC) The stock concentration of liposome was 40 mM
liprd and was diluted to 100 uM in the assay

HUVECs split into a number of bssue culture flasks allowed to adhere to the
surface of the flask and then treated as follows:

Group A PBS — as a negative control

GroupB 500 ng/ml LPS - as a posttive control

GroupC 500 ng/mi LPS + 100 uM PG

GroupD 500 ng/ml LPS + 100 uM PC

The cells were incubated at 37°C 5% CO;. After 18 hus the supematants from each
treatment were collectod and assayed for ET-1 using & standard ELISA It (obtained
from Assay Designs) and the cella harvested for analyzmg ICAM 1 as follows.

The cells were first washed with PBS and then incubated with a cell dissociation
buffer at 37°C for 25 30 min  The cells were then washed by centnfugation and
incubated with an anti-CD54 (ICAM 1) antibody for 30 mmnutes A secondary FITC
antibody was then added and incubated with the cells ag before. Finally they were
resuspended 1n 1 m] of PBS and analyzed for fluorescence on a flow cytometer

Resulis

The results are presented on FIG 15 a graphical pressntation of the percentage of
colls stammg positive for ICAM 1 1n the respective cultures. It 1s to be noted that
the numbers of ceils stamng positive in the PG hiposome-containing culture i1s

42
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reduced to negative control level and 18 much lower than the positive control level
Example 15

Microglial cells (brain macrophages) were cultured, and their output of TNF-a an

nflammatory cytolkane was measured The cells were stmulated with the

immunoglobulin (IgG) of patients suffering from ALS, and the TNF-a output

increased about 800-fold as a result When the same cells were grown in the

presence of both the ALS IgG and PG hposomes, output of TNF-a decreased by

about 75% indicating the potental of the preferred embodiments of the present
invention 1n the treatment of ALS The results are presented mn FIG 16
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What 15 claimed 18

1 A composition of matter capable of producing an anti mflammatory response
in vivo 1n a mammal, smd compositon compnamg pharmaceutically
accoptablo bodies of a size from about 20 nenometers (nm) to 500

micrometers (um) compnsing & plurality of phosphate glycerol groups or
groups convertible to phosphate-glycerol groups.

2 Tho compositon according to clamm 1 wherein the bodies are Liposomes

3 The composition accordmg to Clmim 2 wherein said composition 18
esgentially free of non limd pharmaceutically acceptable entities

4 The composition accordmg to Claim 2 wherem said compositton 18 fres of
non-lipid pharmaceutically acceptable entities

5 The composition according to Claim 2 Claim 3 or Claim 4 wherein the
hiposomes compnse from about 60 to 100% of phosphatidylglycerol (PG)

6 ‘The composition according to Clmum 5 wherein the liposomes compnss
from about 70% - 90% of phosphatidylglycerol

7 The composition according to Claim 5 or Claim 6, wherein the remainder of
the liposome comprises phosphatidyicholine.

8§ The composihon according to any of claims 2 — 7 wherein the iposomnes
have a size from ebout 50 — 500 nanometers

9 The composition according to claun 8 wherein the hiposomes have a size
from about B0 — 120 nanometers

-44 -
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10 For use in the manufacture of a medicament for the treatment of a T-cell
function mediated disorder, a composition compnsing pharmaceuncally
scceptable biocompatible bodies having a size 1n the range of from about 20
nm to 500 pm and having expressed or expressible on the surface a plurality
of PG head groups

11 For use aa claimed 1n claam10 wherein the PG head groups are expressed on
the surface of the bodies and are head groups of PG hgands

12 For use as clmmed in clam 10 or clam 11 wherein the bodies are
hiposomes.

13 For use as claimed in clum 12 wherein the liposomes are constituted by
50% 100% by weight of phosphatidylglycerol

14 For use as clarmed 1n claum 13 wherein the liposomes am constituted by
65% 90% by weight of phosphatidylglycerol

15 For use as claimed in claim 11 claim 12 or claim 13 wherein the liposomes
have a diameter of from about 20 nanometers to about 1000 nanometers

16 For use as claimed m any of claims 10 — 15, a unit dosage of sad
composition compnsing from about 50 to about 2.5 x 10° bodics.

17 For use as claimed n clamm 16 a unit dosage of smd compoaition comprising
from about 10 000 to about 50 000 000 bodies

18 For use in the manufacture of a medicament for the treatment of an
inflammatory disorder a composition comprising pharmaceutically
accoptable biocompatible bodies having 2 aize 1n the range of from about 20

SO
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nm to 500 pm and having expressed or expressible on the surface a plurality
of PG head groups.

19 For use as clamed 1n clarml8 wherem the PG head groups are expressed on
the surface of the bodics and are head groups of PG liganda

20 For uso as clammed in clmim 18 or claim 19, wherein the bodies are liposome,

21 For use as ¢cluumed m claim 20, wherein the iposomes are constituted are
constituted by 50% 100% by weight of phosphatidylglycerol

22 Foruse as clamned mn claim 21 wherein the liposomes are constituted by
65% -9036 by weight of phosphatdylglycerol

23 For uso as clammed m claim 20 claim 21 or claim 22 wherein the liposomes
have a diameter of from about 20 nanometers to about 1000 nanometers.

24 For use as claumed 1n any of claims 20 ~ 23, a umt dosage of aaid
composition corprismg from about 50 to about 2 5 x 10° bodies

25 For wse 1n the manufacture of a medicament for the treatment of an
endothelial function disorder a composition comprising pharmaceutically
acceptable biocornpatible bodies having a size 1n the mnge of from about 20
nm to 500 pm and having expressed or exprestible on the surface a plurality
of PG head groups

26 For use as claimed m claim 25 wherein the PG head groups are expressed on
the surface of the bodies and are head groups of PG ligands

27 For wse as clammed m clmam 25 or claim 26 wherein the bodies are
liposomes

PCT/CA03/00065
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28 For use as claimed 1n clam 27 wherein the lipasomes are constituted are
conshtuted by 50% 100% by weight of phosphatidylglycerol

29 Foruse as climed in clamm 28 wherein the hiposomes are constituted by
65% -90% by weight of phosphatidylglycerol

30 For use as claimed 1n claim 27 claim 28 or claim 29 wherein the Iiposomes
have a diameter of from about 20 nsnometers to about 1000 nanometers.

31 For use as claimed 1n any of claims 27 30, a umt dosage of said
composihion compnsing from about 50 to about 2.5 x 10° bod:es.

32 Foruse as claimed inclum 31 a unit dosage of smd composihon compnisng
from about 10 000 to about 50 000 000 bodies

33 For uso as clumed m clum 32 a unit dosage of said composition compnsing
from about 10 000 to about 50 000 000 bodzes.

34 For use in the manufacture of a medicament for the treatment of an immuno
disordar charactenzed by mappropriate cytokine expression, a composition
compnsing pharmaceutically acceptable biocompatible bodies having a mze
1n the range of from about 20 nm to 500 pm and having expressed or
exprosmble on the surface a plurality of PG head groups

35 Foruse as claimed mn clam 34 wherein the PG head groups are expressed on
the surfate of the bodies and are head groups of PG ligands

36 For use as claimed m clarm 34 or claim 35 wheren the bodies are
liposomes

47
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37 For uso as claimed 1 ¢clam 36, wherein the hiposomes are conghituted are
constituted by 50% 100% by weight of phosphatidylglycerol

38 For use as clumed m claim 37 wherein the liposomes are constituted by
65% -50% by weight of phosphatidylglycerol

39 Foruse as claimed in clam 36 claim 37 or claim 38 wherem the liposomes
have a diameter of from about 20 nanometers to about 1000 nanometers

40 For use as clamed m any of claims 36 - 39 & umt dosage of said
composition compnising from about 50 to about 2 5 x 10° bodses.

4] For use as clamed m clam 40 a umit dosage of sad composition compnising
from about 10 000 to about 50 000 000 bod:es.

42 For use as clamed in clam 41 a unrt dosage of said composiion comprising
from about 10,000 to about 50,000,000 bodies

43 For use as clumed m any of claims 34 — 42 wherein the disorder1s a
nesurological disorder

44 A pharmaceutcal composition 1n umit-dosage form for administration to a
mammelian patient, compnsing pharmaceutically acceptable bodies and a
pharmaceutically acceptable carner wherein at least a portion of the bodies
has a sze m the mnge from about 20 nm to 500 ym and wherein the
surfices of saud bodies compnse phosphate-glycerol groups or groups

canvertible to phosphate-glycerol groups said umit dosage compnsing from
about 500 to about 2 5 x 10° bodies

45 The pharmaceutical composition of Claim 44 wherein the bodies are
liposomes
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46 The pharmaceutical composition of Claim 45 wheremn the composition 18
essentially free of non-lipid pharmaceutically acceptable entibes.

47 The pharmaceutical composition of Claim 45 wherem the composition 18
free of non lipid pharmaceutically accoptable entities

48 The pharmaceutical composition of Claim 45 Claim 46 or Claim 47 wherem
the liposome compnses phosphate-glycerol groups compnse from about 60
to 100% of phosphatidylglycerol, PG

49 The pharmaceutical composition of Claim 48 wheremn the liposome
compnses from 70 —90% PG

50 The pharmaceutical composition of Claim 48 or claim 49 wheremn any
remamder of the hposome 15 phosphatidylcholine

51 The pharmaceutical composgition of claim 44 wherem said bodies compnse
surface groups which specifically bind to receptors on cells of the
mammalian 1mmuno system specific for the binding of phosphats-glycerol
groups

49
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PATENT COOPERATION TREATY

From the
INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINING AUTHORITY

T PC
HImmUPDbH::YGB ELLP
gﬂooueg‘n Sh'eatEEast. Sulta 2400 NOTIFICATION OF TRANSMITTAL O
Toronto Ontario M5C 3B1 THE INTERNATIONAL PRELIMINARY
CANADA EXAMINATION REPORT
(PCT Rule 71 1)

Dats of malling

{dayinonthiear) 30 04 2004
Appiicant’s or agent's flie reference
28312-0177 IMPORTANT NOTIFICATION
intemational application No. inlomational fling date (dawinanthiesr) Priority date {dayinonihjear)
PCT/CA 0300085 21 01,2003 21 01.2002
Appiicant

VASOGEN IRELAND LIMITED et al

1 The applicant is hereby notified that this intemational Prehminary Examining Authority transmite herewlth the
intemational prehminary examination report and its annexes K any established on the Intemational
applicaton

2 A copy of the report and lts annexes if any s belng transmiited to the Intemational Bureau for
communication to all the elected Offices

3 Where required by any of the elected Offices the Intemnational Bureau will prepare an English translation of
the report (but not of any annexes) and will transmit such translation to those Offices

4 REMINDER

The applicant must enter the national phase before each elected Office by performing certaln acts (filing
transiations and paying national fees) within 30 monthe from the pnorfty date (or later in some Offices)
{Article 39(1)) {(see also the reminder sent by the International Bureau with Form PCTABSB01)

Whers a translation of the International application must be fumished to an elected Office that translation
must contain a transiation of arty annexss to the intemational preliminary examination raport. it 18 the
applicant’s responsibility to prepare and furmnish such translation directly to each elected Office concerned

For further detalls on the applicable time limits and requiremesnts of the aelected Offices see Volume I of the
PCT Applicant's Guide

The applicant's attention ls drawn to Article 33(5) which provides that the critena of novelty inventive stap
and Industnal applicabllity describad In Article 33(2) to (4) merely serva the purposes of intemational
preliminary examination and that any Contracting State may apply additional or different criteria for the
purposes of declding whether In that State the claimed inventions is patentable or not® (see also Article
27(5)) Such additional criteria may relate for example to exemphons from patentability requirements for
enabling disclosure clanty and support for the clams

Names and addross of the Intamational Authoitzed Officer
prefiminary ning authodlty" /v-\
European Paient Ofice Ruz Femandez, J @ \
D-80298 Munich
’ Tol 449 892399 0 Tx 523856 spmu d Tol +49 80 2309-7060 ! }
— =  Fax +40B0 2399 4485 —

Form PCTAPEA/418 (January 2004)
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PCT

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT

(PCT Article 36 and Rule 70)
Applicante or egents fla reference See Notification of Tranamitial of Intemational
29312-0177 FOR FURTHER ACTION iy Examination Report (Form PCTAPEAM1S)
Intemational appiication No. imermational Sing date (dayfnonthyeen Priority date (dayinonthyear)
PCT/CA 0300085 21 01 2003 21 01 2002
Intemational Patant Classification (IPC) or both netional classiication and IPC
AB1K31883
Appiicant

VASOGEN IRELAND LIMITED et al

1 This Intemational preliminary examination report has besn preparad by this Intemational Praliminary Examining
Authority and Is fransmiited to the appBcant according to Arficle

2  This REPORT conslets of 4 total of 8 sheets, Including this cover sheet.

&  This report is also accompanied by ANNEXES 1e sheets of the descripion claims andbr drawings which have
report andibr sheeta containing rectifications made before thia Authority
(sse Rule 70 18 and Section 807 of the Administrative Instructions under the PCT)

These annexes conalst of a total of 8 sheata.

been amended and are the basis for this

This eport contains indications relating to the following ltems.

1 & Basisof the opinion
I O Prordy
il O Non-establishment of opinion with regard to novelty Inventive step and industrial applicabllity
IV 0O Lackof unity of invention
\'J Reasoned statement under Aute 66 2(a)(i) with regard to novelty inventive step or Industrial appScability”
citations and explanationa supporiing such statement
VI 0O Certaln documents cited
VIl O Certain defects in the Intemational application
VIl O Certaln observationa on the Intemational appfication
Date of submission of the demand Dats of completion of this report
19 08 2003 30 04 2004
Name and malling acdress of the Inemational Authorized Officsr
preliminary examining authorly” f"‘\
European Patent Office \
’ D-80288 Munich Vermeulen S {
Tel +49602308 O Tx: 523856 epmu d j
—=2_  Fax 440892300 4485 Telaphone No +49 89 2390-7620 \_

Form PCTAPEA/409 (Cover Sheaf) (January 2004)
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INTERNATIONAL PRELIMINARY
EXAMINATION REPORT Intematonal application No  PCTACA 0300085

I, Basls of the report

1 With regard to the elements of the intemational application (Repiacement sheeis which have been furnished to
the receiving Office In response 1o an invitation under Ariicle 14 are refamed fo in this report as originally flled”
and are not annexed io this report since they do not contain amendments (Rules 70.16 and 70 17))

Description, Pages

1-43 as originally filed

Claima, Numbers

1-41 flled with telefax on 08 04.2004

Drawinge, Figures
115 as originally filed

2 With regard {o the language all the slemente marked above were avaliable or fumished to this Authonty in the
language In which the intemational application was filed unlass otherwise indicated under this tem

These elements ware avallable or fumiashed to this Authority In the following language which s

O the language of a translation fumished for tha purposes of the Internetional search (under Rule 23 1(b))
O the language of publication of the Intemational application {(under Rule 48.3(b))

O the language of a translation furnished for the purposes of interational prehminary examination (under
Rule 55 2 andbr 55 3)

3. With regard to any nucleotide andior amino acid sequencs disclosed In the International application the
International prefiminary examination was carried out on the basls of the sequence listing

O contalned In the Intemational application in written form

filed togsther with the international application in computer readable form
fumnished subsequently to this Authority In written form

fumished subsequently to this Authority in computer readable form

The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure
In the intemational appfication as flled has been furished

The statement that the Information recorded in computer readable form Is identical to the written sequence
listing has besn fumished

4 The amandments have resulted in the cancellation of

O oDOoQOoo

O the descnption pages
O the claims Nos
O the drawings sheets

Form PCTAPEA/408 (January 2004)
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EXAMINATION REPORT intemational application No  PCT/CA 0300065

5 B This raport has been established as if (some of) the amendments had not been made sinca they have
bean consklered to go beyond the disclosure as filed (Rule 70.2(c))

(MthMmmhmmmmmmmmm under item 1 and annexed io this
report

see saparats sheet
6. Additonal observations if necessary

V Reasoned statement under Article 35(2) with regerd to novelty, Inventive step or industrial applicabliity,
citations and explanations supporting such statemnent

1 Statement
Novelty (N} Yes Clams 1 24 268-41
No. Claims 25
Inventive step (IS) Yee Ciaims 1 24,26-41
No Clalms 25
Industrial applicability {IA) Yes Claims 141

No Chlims none

2 Chations and explanations
soe separate shest

Form PCTAPEA/409 (Janumry 2004)



ELd

INTERNATIONAL PRELIMINARY intemational epplication No  PCT/CA03/00065
EXAMINATION REPORT - SEPARATE SHEET

Reltem| -
Basls of the report

The amended clalm 41 flled with the telefax dated 08/04/2004 introduces subject-matter which
extends beyond the content of the application as filed, contrary to Arlicle 34(2)(b) PCT

According to the application as originally flled (cf page 14) the total amount of phosphaticy]
glycerol in the mbdure (of iposomes) should be at least 10% There Is however no support in
the original application for the amount of PG liposomes to be 10%, since the claimed PG
liposomes are not composed of 100% PG

Raftem V
Reasoned atatement under Articie 35(2) with regard to novelty, Inventive step or Industrial
applicabliity, clistions and explanations supporting such statement

1 Reference Is made to the following documents
D1 WO8011781
D2 WO b5 23592
D3 US 5262406

2 The present application is based on the observation that pharmacsutically acceptable
bodles having a size of 20 nm to 500um which comprise phosphate-glycerol (PG) groups
e g liposomes comprising phosphatidyiglycerol, will upon administration to a mammal
cause an anti-inflammatory effect.  Accordingly, t was an object of the present
application to provide a composition comprising phosphate-glycerol groups capable of
producing an antl Inflammatory response In vivo and sultable for use In the treatment of a
number of diseases Sald anti-inflammatory effect is achleved at very low dose amounts
of the PG bearing bodles such as defined Inclaim 1 Claims 10 and 30 are related to the
medical use of the bodies and claim 33 defines a phosphatdylglycerol iposome
composition

3  The subject matter of Independent clalms 1, 10. 30 and 33 Is consldered to be novel (Art
33(2) PCT) and to involve an Inventive step (Art. 33(3) PCT) over the state of art disclosed
inD1 D3

Form PCT/Separats Sheet/400 (Shest 1) (EPO-Aprl 1097)
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31 D1 (cf page 5 paragraph page 7 paragraph 1) discloses a liposome composition
comprising phosphatidyiglycerol and phosphatidyicholine the liposomes having a diameter
from 20-200 nm The lipopsome composition Is used for topical dellvery of therapeutic
agents to wounds, cuts and abrasions, especlally on the comea or ocular surface of the
eye The dosage amount of liposomes used (cf D1 example 1 and 2) Is much higher
than the dosage defined In claim 1 and the amount of phosphatidylglycerol comprised In
the liposomes (up to 30%) Is lower than the amounts deflned in claim 33 (50-80%)

32 D2 (page 8, lilnes 5-25 page 11, lines 21 29, page 12, lines 3-8 , example 1 clalms
1,4,5 6) diaclosas drug free liposomes having a siza of 100-150 nm and comprising
cholesterol, phosphatidyicholine and phosphatidyigiycerol The liposomes are used In the
treatment of atherosclerosis D2 does not give any indication on the amount of
phosphatidyiglycerol to be included In the liposomes Furthermore the used liposome
dose amount is much higher (cf page 15) than the dosage disclosed In claim 1 because
the mechanism of action is different.

33 D3(column4 Iine 54 column5 line 18 claims 1 3) discloses a method of Improving
bronchial mucus transport by Inhalation or Instillation of iposomes composed of
phosphatidyicholine phosphatidylglycerol and/or phosphatidic acld The mechanism of
action in D3 Is different and the document does not give any Indication conceming the

dosage of liposomes to be used neither the amount of phosphatidylglycerol to be Included
In the liposomes

3.4 None of the prior art documents D1, D2 and D3 discloses the medical use defined In the
present claims 10 and 30 D2 indeed discloses the treatment of atherosclerosls with
liposomes comprising phosphatidyiglycerol but the mechanlsm of action Is different and
based on phospholipld Induced cholesterol mobliization Hence the suggested dose
amount is much higher than the one defined in claim 30 On reading D2 the man skilled In
the art would accordingly not be Intended to use the very low dose amount defined In claim
30 for the manufacture of a medicament suttable In the treatment of atheroscleroels

4 Claims29 11-24,26 20 31, 32, 34-41 are dependenton claims 1 10 30 or33 and as
such also meet the requirements of the PCT with respect to novelty and inventive step

5  The subject-matter of Independent claim 25 Is not congldered novel and Inventive In view

Form PCT/Separxia Shee/408 (Sheet 2) (EPO-Apl 1987)
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~  of the state of the art disclosed In document D2 Sald document discloses the use of drug-
free liposomes of size from 100-150 nm and comprising phosphatidylgiycerol in the
treatment of atherosclerosis which Is an endothellal dysfunction disorder

Form PCT/Separate Bheet/408 (Sheet 3) (EPO-Aprll 1007)
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SUBSTITUTE CLAIMS -

1 A pharmaceutical composttion, in unit dosage form, for
administration to a mammalian patient, comprising pharmacsutically
acceplable bodles and a phammacsutically acceptabls canrier, wherein
at least a portion of the bodlas has a size In the ranga of from about 20
nm fo 500 pm, and wherein the surfaces of sald bodles compiise
phosphate-glycerol groups or groups convertible to phdsphate-glycerol
groups, sald unit dosage comprising from about 500 to about 2.5 x 10°
bodies

2. The pharmmaceutical composition of claim 1 whanain the bodlea are
liposomes

3 The phamacautical compasition of claim 1 or claim 2 whereln the
composition Is essantially free of nonHipld pharmaceutically active
enfities.

4 The phamacsutical composition of claim 3 whersin the composition
Is free of tha nonlipid pharmacsutically active entifies

5§ The pharmacsutical composttion of any of ciaime 2-4 wherain the s
dposomes comprise from about 80 to 100% of phoaphatidyiglycarol

the phoaphate-glycarol head groups thereof being presented on the

exterior surfaces of the liposomes

8 The pharmaceutical composttion of clalm & wherein the liposomes
comprise fraen 70-80 parcent phosphatidyiglycerol

7 The pharmaceutical composition of claim 5 or clalm 8 wherein any
remalinder of the liposome is phosphatidylcholine




EARMSEEd 11 52  SBS5BE75841 VASDGEN ) aac
00¢ o8 o« 2{EER

8 The phamaceutical composition of claim 1 wherein sald bodies
comprise surface groups which specifically bind to raceptors on cells of
the memmalian immune sysiem specific for tha binding of phosphats-

gliycerol groups

8 The phamaceutical composifion of any preceding claim, whereln the
unit dosage comprises from about 10 000 to about 50,000,000 bodies

10 Use of a composition comprising pharmaceutically acceptable
blocompetible bodiss having a stzs in the ranga from about 20 nm to
500

micrometars and having expressad or axpressible on the surface a
pluraltty

of phosphate-glycerol active groups, said composition being essentially
free of pharmaceutically active non-fipid antiffes, in the manufaciure of
a

medicament for the reatment or prophylaxds of a digorder selecled
from a T-call funcbon mediated disorder an inflammatory disorder and
an Immune disorder characterized by inappropriate cytokine
axpression

11 Use as claimed In clalm 10 of e composition as defined theraln

wherein the phosphate-glycerol groups are expresssd on the surface of
the bodies

12. Use as ciaimed in claim 10 or claim 11 of a composition as defined

therein wherein the phesphate-glycerol active groups conatitute from
80 - 100% of the active groups on tha bodies.

13 Use as claimed In any of claims 10-12, of a composltion as definad

therein wherein the phosphate-glycerol groups are heed groups of PG
ligends
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14 Usoe as claimed In any of claims 10 -13, of a composltion as defined
therein, wherelh the bodles are iposomaa.

15 Use as ciaimed in claim 14 of a composttion as defined therein
wherein the liposomes are constituted by 50%-100% by weight of
phosphatidyiglycerol

18. Use as claimed In clalm 14 or claim 15, of a composition as defined
therein wherein the liposomes are constituted by 85%-80% by weight
of phosphatidyiglycerol

17 Use az clalmed In any of clalms 12-18 of a compoaltion as defined
therein whereli the ippsomes hava a diameter of from about 20 nm to
about 1000 nm

18 Uss as claimed In any of claims 10-17, of a unit dosage form of’
sald composition comprising from about 500 to about 2 5 x 10° bodles

18 Use as claimad In claim 18 of a unit dosage form of sald
comppaition comprising from about 10,000 to about 50 miliion bodlss

20 Usa as claimad In any of claims 10 -18, wheraln the disorderlaa T-
cell function mediated disorder sslactad from ulcers and autoimmune
disorders.

21 Uss as claimed in claim 20, whemsin the disorder Is an autoimmune
disorder seleoted from sclaroderma, psoriasis and rheumatold arthritls

22. Use as dalmed in any of clalma 10-19, wherein the disorder Is an
inflammatory allergic reaction
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23. Use as claimed In claim 22 whereln tha disorder is contact
hypersenaltivity

24 Use as ciaimed In cialm 23 wherain the disonder la delayed
hyparsensiivity

25 Use of a compoeition comprising pharmacesutically acceptsble
blocompatibla bodiea of siza from about 20 nm to about 500
micrometers, and having active groups on the bodles consisting
sssentially of phosphate-glycerol groupe or groups convertible to
phosphats-glycerol groupe sald composition being essentially free of
pharmaceutically aciive, norHipid entiies, In the manufacture of &
medicament for the treatment or prophylaxis of an endothellal
dysfunction disorder salacted from peripheral artertal occiusive
dissase, congestive heart fallure, ventricular amhythmia, sudden
cardiac desth, stroke, myocardial infarction, angina hypseriansion,
vasospastic disorder, lachemic Injury and lechemia reperfusion injury

28 Use as claimed In any of claime 10-18, for the manufacture of a

medicament for the traatment or prophylaxie of a disorder involving
. inappropriats cytokine expression.

27 Use aa claimed In dalm 26, wherein the disorder is a

newodegensrativa diseass

28 Uss as clalmed In claim 27, whersin the neurodegenerafive
diecass Is selectad from Down's syndrome, Alzheimer'p diseass,
Parkdnson's dissase, senlle dementia depression Huntinglon's
dissane, peripheral neuropathlies, Gufilaine Barr syndrome, spinal cord
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diseases, neuropathic joint dissases chronic inflammatory
demyslinating disease, mononeuwropathy,

polyneuropathy symmetrical distal sensory nauropathy, neuromuscular e ey
junction disorders, myasthenias and amyotrophic lateral sclerosla

[ALS].

29. Use as claimed In clalm 28, whersin the neurodegenerative
disease Is Alzheimer's disease, Parkinson's disease or ALS

30 Use of i unit dosage of a composition comprising pharmacsuticaily
accepiable biocompatible bodies of size from about 20 nm o about
500

micrometers, In an amount of from about 500 to about 2 5 x 10° bodles;
sald bodies having active groups on the surface thersof comprising
phosphate- glycerol groups or groups convertible to phosphate-glycsrol
groupa, sald composition being esssntially free of pharmaceutically
activa non-ipid entiies in the manufacturs of a medicament for the
freatment or prophylaxis of atherosclerosis

31 Uss as claimed in claim 30 wherein the bodies are
phosphatidyiglycerol-containing liposomes.

32. Use as claimed In claim 31 whereln the iposomes are composed of
from 50 -80% of phosphatidyiglycerol

33 A composition of matter capable of producing an antHnflammatory
responee in vivo in a mammal, sald composition comprising
pharmaceutically accaptable Eposomas of size from about 20 nm to
about 500 micrometers,the lipoaomes comprising from 50-80 percent
by welght of phosphatidyiglycsrol with the phosphate-glycerol active
groups thereof pressnted exteriorly, the liposomes being essentally
free of nonlipld pharmaceautically active entities




joed 11 32 9856875841 VASOGEN

34 Tha composition according to claim 33, wherein the fipoaomes
compyrise et laast 60 weight percent phosphatidyiglycerol

LT 4

35 The cu;npusllon according to claim 34, wherein the lposomes
comprise for about 70-80 percent of phosphatidyiglycerol

38 The composition according to any of claima 33-35, wharein the
remalnder of the liposome comprises an Inactive co-constituent.

37 Tha composttion according to claim 38 whaerein the Inactiva co-
constituent Is phosphatidylcholine

38, The composliion according to any of claims 33-37, wherein sald
composifion is free of nonlipid pharmaceutically active entities.

38 The composition according to any of the praceding claims, wherein
the liposomes have a size of from about 50-500 nanometara

40 The composition according to claim 38 whereln the liposomes have
a sire from about 80-20 nanometers

41 The composition according to any of calms 33-40 comprising a
mbdure of said phosphatidyiglyceral containing liposomes with inactive
liposomes end/or liposomes of phospholipids acting through a different
mechanksm, the PG liposomes constituting at Isast 10% of the total
mixture.
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REIVINDICACIONES

1

Una composiadn farmacéutca en forma de unidad de dosrficacién para
la administracién a un paciente mamifero que comprende cuerpos de
mclusién farmacéuticaments aceptable y un cargador
farmacéuticamente aceptable donde al menos una porcién de los
cuerpos tienen un tamafio ubicado dentro del rango comprendido entre
20 nanémeftros (nm) y 500 micrémetros (um) aproxmadamente y
donde la superficle de dichos cuerpos comprende grupos glicerol-fosfato
0 grupos que se pueden converlir a su vez en grupos glicerol-fosfato
dicha unidad de dosificacién comprende entre 500 y 2 5*10° cuerpos

La composicion farmacéutica acorde con la reivindicacion 1 donde los
cuerpos de inclusién son iposomas

La composicion farmacéutica acorde con la revindicaclén 1 o la
rewvindicacléon 2 donde dicha composicion farmacéutica se encuentra

esenciaiments libre de entidades no lipldicas farmacéuticaments activas

La composicién farmacéutica acorde con la rewindicacién 3 donde
dicha composicion farmacéutica estd libre de entdades no hpldicas
farmacéuticamente activas



La composici6n famacéutica acorde con cualqulera de las
reivindicaciones 2 a 4 donde los liposomas comprenden entre 60 y
100% aproxmadamente de fosfatdigiicerol (PG) cuyas cabezas de
grupos glicerol-fosfato estéan presentadas sobre la superficie extenor del
liposomna

La composicién farmacéutica acorde con la rewindicacién 5 donde los
liposomas comprenden entre un 70% - 90% aproximadamente de
fosfatidilglicerol

La composicion farmacéutica acorde con la reivindicaciéon 5 6 6
CARACTERIZADA PORQUE el resto del Iposoma comprende
fosfatidiicolina

La composicién farmacéutica acorde con la reivindicacibn 1 donde
dichos cuerpos comprenden grupos de superfice que se unen
aspeclificamente a los receptores de las células del sistema Inmune
mamifero especlificos para la union de grupos ghcerol-fosfato

La composmia6n farmacéutica acorde con cualquiera de las
rervindicaciones anteriores donde la unidad de dosis comprende de
aproxxmadamente 10 000 a aproximadamente 50 000 000 de cuerpos



10

11

12

13

Uso de una composicién que comprenden cuerpos biocompatibles
farmacéuticaments aceptables que tienen un tamafio en el rango de
aproxmadamente 20nm a 500 micrometros y que sobre su superficie
tenen expresados o expresables una pluralidad de grupos activos
glicerol-fosfato activos estando dicha composicion libre de entidades no
hpidicas farmacéutcamente activas, en la produccién de un
medicamento para el fratamiento o profilaxis de un desorden
seleccionado entre un trastomo mediado por el funclonamiento de
células T un trastorno inflamatorio y un trastomo Inmune caracterizado
por exprasion inadecuada de atoquina

Uso de acuerdo con la relvindicacén 10 de la composicién aqul
definida donde los grupos glicerol fosfato se encuentran expresados
sobre la superficle de los cuerpos

Uso de acuerdo con la relvindicac6n 10 o la reivindicacén 11 de la
composicidn aqul definida donde los grupos glicerol fosfato activos
constituyen entre 60 y 100% de los grupos activos sobre los cuerpos

Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicacionas 10 a 12 de la
composicidn aquf definida donde los grupos glicerol fosfato son grupos
cabeza de ligandos PG

BS
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15

16

17

18

19

Uso de acuerdo con cualquiera de ias relvindicaclones 10 a 13 de la
composicion aqul deflnida donde los cuerpos son liposomas

Uso de acuerdo con la rewindicacidon 14 de la composicién aqul
definida, donde los liposomas estan constituidos entre 50 y 100% de su
peso por fosfatidiiglicerol (PG)

Uso de acuerdo con la rewvindicacion 14 o la reivindicacidn 15 de la
composiclon aqul defilda donde los iposomas astan constitiidos entre
85 y 80% de su peso por fosfatidiglicerol (PG)

Uso de acuerdo con cuaiquiera de ilas reivindicaciones 12 a 16 de la
composicion aqui definida donde los liposomas tienen un diametro entre
aproximadamente 20nm a aproximadamente 1000nm

Uso de acuerdo con cualquiera de las remvindicaciones 10 a 17 de una
forma de unidad de doslficacién de dicha composicién que comprende
entre aproximadaments 500 y aproximadamente 2 5*10° cuerpos

Uso de acuerdo con la reivindicacidon 18 de una forma de unidad de
dosificacidbn de dicha composicibn que comprende entre
aproxxmadamente 10 000 y aproximadamente 50 millones de cuerpos

®
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22

23

24

25

Uso de acuerdo con cusalquiera de las relvindicaciones 10 a 19
CARACTERIZADO PORQUE el desorden es un trastomno mediado por
el funcionamiento de células T, seleccionado entre ulceras y desérdenes
autoinmunes

Uso de acuerdo con la relwindicacién 20 dodne el desorden es un
trastomo autoinmune selecclonado entre escleroderma, psoriasis y
arintis reumatoldea

Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaclones 10 a 18 donde el
desorden es una reaccién alérgica e inflamatona

Uso de acuerdo con la reivindicacidn 22 donde el desorden es una
hipersensibliidad por contacto

Uso de acuerdo con la relvindicacién 23 donde el desorden es una
hipersensibllidad retardada

Uso de una composicidn que comprende cuerpos biocompatibles
farmacéuticamente aceptables que tienen un tamafio en el rango de
aproxamadaments 20nm a 500 micrometros y que tienen grupos activos
sobre loa cuarpos que consistan esenciaimente en grupos glicerol-
fosfato activos o grupos que se pueden convertir a su vez en grupos

29
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27

28

S

glicerol-fosfato estando dicha composicién libre de entdades no
lipidicas farmacéuhcamente achvas en la producadbn de un
medicamento para el tratamiento o profiaxis de un trastomo por
disfuncién endotelial seleccionado a partr de enfermedad oclusiva
artenal penférica msuficiencia cardiaca congestiva amtrmia ventnicular
muerte sibita por una enfermedad cardica derrame infarto del
miocardio angina hipertensién desorden vasosplastcos lesion
isquémica lesidn por reperfusion 1squémica

Uso de acuerdo con cualquiera de las revindicaciones 10 a 19 parala
produccion de un medicamento para el tratamiento o profiaxis de un
desorden que mvolucra la expresion inadecuada de citoquina

Uso de acuerdo con la reivindicacién 28 donde el desorden una
enfermedad neuro-degenerativa

Uso de acuerdo con la reivindicacién 27, donde la enfermedad neuro-
degenerativa es seleccionada a partir de sindrome de Down, mal de
Alzheimer mal de Parkinson demencia senil depresion, enfermedad de
Huntngdon neuropatias periféncas sindrome de Guillan Bamr
enfermedades de la méduia espinal enfermedades neuropaticas de las
articulaciones enfermedad desmielinizante Inflamatoria crénica
neuropatfas incluyendo mononeuropatia, polineuropatia neuropatia



30

31

31

sensorial simétnca distal trastomos de la union neuromuscular
miastenias y esclerosis amiotréfica lateral (ALS)

Uso de acuerdo con la revindicacidn 28 donde la enfermedad neuro-
degenerativa la enfermedad de Alzheimer mal de Parkinson o
esclerosis amioirdfica lateral (ALS)

Uso de una forma de unidad de dosificacién de una composicién que
comprende cuerpos biocompatibles de un tamafio entre
aproximadamente 20nm u aproximadamente 500 en una canhdad entre
aproximadamente 500 y aproximadamente 2 5°10° cuerpos, dichos
cuerpos tienen grupos activos sobre su superficie, que comprenden
grupos glicerol-fosfato activos o grupos que se pueden converlir a su
vez en grupos glicerol-fosfato estando dicha composicién libre de
entidades no lipidicas farmacéuticaments actvas en la produccién de
un medicamento para el tratamiento o profilaxis de artenosclerosis

Uso de acuerdo con la relvindicacion 30 donde los cuerpos son

iposomas que contenen fosfatidiiglicerol

Uso de acuerdo con la revindicacién 31, donde los liposomas estin
compuestos de entre 50 y 90% de fosfatidiiglicerol (PG)
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35

36

7

Una composicidn de una sustancia capaz de producr una respuesta
antiinflamatoria in vivo en un mamifero donde dicha composicién
comprende liposomas farmacéutcamente aceptables que tenen un
tamafio en ei rango entre 20 nm y 500 micrometros los liposomas
comprenden de 50 a 80% en peso de fosfatdilghicerol con grupos fosfato
glicerol aclivos presentados exteriormente los liposomas estando
esenciaimente libres de enfidades no lpidicas farmacéuticamenta
activas

La composicldon de [a rewvindicacion 33 donde los liposomas
comprenden al menos 60% en peso de fosfatidiiglicerol

La composicibn de la relvindicacion 34 donde los lhiposomas
comprenden al menos entre 70 y 90% en peso de fosfatidilglicerol

La composicion de acuerdo con las relvindicaciones 33 a 35 donde el
resto del ipoaoma comprende un co-constituyenta inactivo

La composicién de la reivindicacion 36 donde el constituyente inactvo
es fofatidiicolina

co
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41

La composicién de acuerdo con las reivindicaciones 33 a 37 donde la
composicion estd libre de entidades no hpidicas farmacéuticaments
achiva

La composiciin de acuerdo con cualquiera de las relvindicaciones
anteriores donde los iposomas tlenen un tamafio en el rango entre 50
nmy 500 nm

La composicidn de acuerdo con las relvindicacion 39 donde los
liposomas tienen un tamafio en el rango entra 80 nmy 20 nm

La composicién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 33 a
40 que comprende una mezcla de [posomas que contiene
fosfatdiighcerol con liposomas inactivos y/o liposomas de fosfollpidos
actvos a ftravés de diferentes mecanismos, los liposomas PG
constituyen al menos 10% del total de ia mezcla

al
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CUERPOS DE INCLUSION QUE TRANSPORTAN GLICEROL FOSFAT
ACEPTABLES PARA USO FARMACEUTICO

ANTECEDENTES DE LA INVENCION
m lal n

Esta invencion se relaciona con composiciones sintétcas y semi-
sintéticas tridimensionales que presentan actividad biolégica y con usos de las
mismas en el tratamiento y/o la profilaas de diversos trastornos en pacientes
mamiferos Mas particularmente se relaciona con preparaciones y usos de
cuerpos de Inclusion sintéticos y semi-sintéticos que después de su
introduccién en el cuerpo de un paciente produce efectos benéficos ant-
inflamatonos protectores de d6rganos e inmunoreguladores La mnvencion
también se relaciona con tratamientos y composiciones para aliviar
enfermedades inflamatonas y autoinmunes y los sintfomas de las miemas

Antecedentes de la invencién

Las células presentadoras de antigenos (APC) profesionales inclusive
células dendriticas (DC) y macréfagos (Mph) capturan y procesan de forma
actva los antigenos (Ags) eliminan los desechoe celulares y los organismos
infecciosos y las células monbundas Incluyendo los residuos de las células
moribundas Durante este proceso las APC pueden estimular la produccién de
respuestas dominadas ya sea por cioqunas pro inflamatonas Th1
inflamatorias (IL-12 IL-1 INF-y TNF-a eic) o por citoquinas Th2/Th3
reguladoras (tal como IL 10 TGF B IL4 etc) dependiendo de la naturaleza
del antigeno (Ag) o del matenal fagocitado y del nivel de maduracién/activacion
de las APC

Las APC eliminan los desechos celulares algunos de los cuales denvan



de las membranas de las células del cuerpo algunos de infecciones
bactenanas y parasitanas y de organismos comensales ial como las bacterias
intestinales En tanto parte de estos desechos celulares iniciarén una respuesta
pro-inflamatona parte iniciard una respuesta protectora y ant inflamatona
Un sistema inmunolégico que funciona normaimente puede distinguir entre los
antigenos de organismos invasores exirafios (no propios) y tejidos o desechos
denvados de matenal propio montando una respuesta inmune solamente por
aquellos antigenos que son extrafios Cuando el sistema inmunolégico de un
paciente no puede discnminar entre matenales propios y no propios surgen los
tfrastornos autolnmunes

Resumen de la invencién

Esta invenciéon esta dingida al descubnmiento que los cuerpos de
inclusién aceptables para uso farmacéutico tal como liposomas perlas o
particulas simillares que comprenden grupos glicerol-fosfato causardn
después de su administracién a un paciente mamifero un efecto ant-
inflamatono y por ello se pueden usar en el tratamento de numerosas
enfermedades Estos cuerpos de inclusién pueden comprender ademas como
componente menor un conshtuyente inactivo y/o un constituyente que sea
actvo pero a través de un mecanismo diferente

En una realizaclén prefenda la invencibn estd dirigida a una
composicién de un matenal capaz de producir una respuesta ant-inflamatona
in vivo en un mamifero donde dicha composicibn comprende cuerpos de
inclusién aceptables para uso farmacéutico de un tamafic que comprende entre
20 nan6metros (nm) y 500 micrémetros (um) aproximadamente que
comprende una pluraidad de grupos glicerol-fosfato o grupos que se puedan

M



convertrr a su vez en dichos grupos Preferentemente los cuerpos de inclusion
estin esencialmente libres de entdades no lpidicas farmacéuhcamente
actvas Preferentemente los grupos de glicerol-fosfato consttuyen un 60% -
100% de los grupos activos sobre los cuerpos de Inclusibn Después de su
administracién a un mamifero se considera que los cuerpos de Iinclusién
interactdan a través de los grupos glicerol-fosfato con el sistema inmune
Como resultado de ello cuando se administran de esta manera se genera una
respuesta ant-inflamatona

En otra realizacidon esta invencién esta dingida a un cuerpo sintétco o
semi-sintético tndimensional denominado aqul cuerpo de inclusién aceptable
para uso farmacéutico que es de un tamafio que varia en un rango entre 20
nm y 500 um y que ha sido modificado para comprender como componente
principal al menos un ligando promotor de respuestas antl inflamatonas donde
dicho igando posee grupos glicerol-fosfato

En adn ofra realizacién esta invencién estd dirigida a cuerpos de
inclusién sintétcos y semr-sintéacos thdimensionales denominados también
cuerpos de Iinclusién aceptables para uso farmacéutico en este documento que
tienen tamafios que varian en un rango entre 20 nm y 500 um y que poseen
grupos glicerol-fosfato sobre la superficie de ios mismos

En ofro aspecto la invencién estd dingida a un método para el
tratamiento de un trastomo mediado por el funcionamiento de las células T que
comprende |la administracién a un paciente mamifero de una cantidad eficaz de
cuerpos de inclusibn aceptables para uso farmacéutico que transportan una
cantidad eficaz de grupos glicerol-fosfato para inhibir y/o reducir el avance del
trastono mediado por el funcionamiento de célutas T



Esta invencion esta dirigida ademdas a un método para el tratamiento de
un trastomo inflamatorio que comprende la administracién a un paciente de una
cantdad eficaz de cuerpos de inclusién aceptables para uso farmacéutico que
transportan una cantdad eficaz de grupos glicerol-fosfato para inhibir y/o
reducir el avance de dicho trastorno inflamatono

Aln ofra realizacién de esta invencién es un método para el tratamiento
de un trastomo de la funcién endécrina que comprende la administracién a un
paciente mamifero de una cantidad eficaz de cuerpos de inclusién aceptables
para uso farmacéutico que transportan una cantidad eficaz de grupos glicerol-
fosfato para inhibir y/o reducr el avance de dicho trastomo de la funcién
endécnna

Otra realizacién es un método para el tratamiento de un trastomo
inmunolégico caractenzado por una expresién inapropiada de citoquinas que
comprende la administracion a un paciente mamifero de una cantdad eficaz de
cuerpos de inclusién aceptables para uso farmacéutico que transportan una
cantidad eficaz de grupos glicerol fosfato para inhibir y/o reducir el avance de
dicho trastorno inmunolégico

Esta invencién estd dingida ademas a un proceso para el tratamiento o
la profilaxs de un trastomo cardlaco en mamiferos cuya presencia ©
suscephbilidad a la misma es detectable mediante observacién de un intervalo
prolongado de QT-c en el electrocardiograma del paciente donde dicho
proceso comprende la administracion a un paciente mamifero que padece del
mismo 0 que es suscephble al mismo de una composicién farmacéutca que
comprende cuerpos de inclusidon sintéhcos o semi-sintéticos biocompatbles

aceptable para uso farmacéutico también denominados cuerpos de inclusion



aceptables para uso farmacéutico en este documento y un vehliculo aceptable
para uso farmacéutico donde al menos una porcién de dichos cuerpos de
inclusién tiene un tamafio que se encuentra en el rango entre 20 nm y 500 um
aproximadamente y donde las superficles de dichos cuerpos de inclusion han
sido modificadas para transportar como components pnincipal al menos un
grupo promotor de respuestas ant-inflamatonas donde dicho grupo es glicerol
fosfato

Otra reallzaclén de la invencién es una composicidn farmacéutca en
una forma de dosificacién unitana para su adminetracidon a un paciente
mamifero que comprende cuerpos de inclusidbn aceptables para uso
farmacéutico y un vehiculo aceptable para uso farmacéutico donde al menos
una porcién de los cuerpos de inciusién tienen un tamafio en el rango entre 20
nm y 500 um aproximadamente y donde la superficie de dichos cuerpos de
inclusién comprenden grupos glicerol-fosfato o grupos que se pueden convertir
a8 su vez en grupos glicerol-fosfato donde dicha dosificacibn untana
comprende entre 500y 2 5 x 10° cuerpos de Inclus:6n aproximadamente

Una realizacién adicional de esta invencion es una composici6n
farmacéutica que comprende cuerpos de Iinclusion sintéticos o semi-sintéticos
biocompatibles aceptable para uso farmacéutico (también denominados
cuerpos de inclusidn acepiables para uso farmacéutico en este documento) y
un vehiculo aceptable para uso farmacéutico donde al menos una porcidn de
dichos cuerpos de inclusibn tene un tamafio entre 20 nm y 500 um
aproxxmadamente y donde las superficies de dichos cuerpos de inclusin han
sido modificadas para comprender como componenta pnncipal al menos un

grupo promotor de respuestas anti-nflamatonas donde dicho grupo es glicerol



fosfato

Auln ofra realizacion de esta invencidn es una composicién farmacéutica
que comprende cuerpos de Inclusibn sintéhicos o semi-sintéhcos
biocompatibles aceptables para uso farmacéutico (también denominados
cuerpos de inclusion aceptables para uso farmacéutico en este documento) y
un vehiculo aceptable para uso farmacéutico donde al menos una porcién de
dichos cuerpos de inclusion tienen entre 20 nm y 500 um aproximadamente y
comprende cardiolipina

Optativaments los cuerpos de inclusién descnptos previamente pueden
comprender ademas un consttuyente que es un grupo tensioactivo inachvo y/o
un constituyente que es un grupo tensicactvo que es actvo mediante otro
mecanismo por ejemplo fosfatdilsenna (Véase por ejemplo Fadok et al
Publicaclén Internacional WO 01/66785)

En otra realzacion esta invencién estd dingida a cuerpos de inclusién
aceptables para uso farmacéutico liofiizados o secados por congelamiento que
transportan grupos glicerol-fosfato o grupos que se pueden convertir a su vez
en grupos glicerol-fosfato y conjuntos de elementos [kifs] que compranden
cuerpos de inclusidn liofilizados o secados por congelamiento que comprenden
grupos glicerol fosfato o grupos que se pueden convertir a su vez en grupos
ghcerol-fosfato y un vehiculo aceptable para uso farmacéutico

En otro aspecto esta invencién estd dingida a un método para el
tratamiento de un trastomo mediado por el funcionamiento de células T que
comprende la administraciéon a un paciente mamifero que padece o que tiene
nesgo de padecer un frastomo mediado por el funcionamiento de céiulas T

una cantidad eficaz de una composicién que comprende cuerpes de inclusion



aceptables para uso farmacéutico que son de un tamafio entre 20 nm
aproxmadamente y 500 um aproxxmadament® que comprenden socbre la
superficie de ios mismos una pluralidad de grupos ghcerol-fosfato o grupos que
se pueden convertir en dichos grupos glicerol fosfato de modo que después de
su administraciébn se inhibe y/o reduce el avance de dicho trastomo mediado
por el funcionamiento de células T

AUn ofra realizacién de esta invencién estd dingida a un método para el
tratamiento de un trastomo de la funcion endécrina que comprende la
administracion a un paciente mamifero que padece o que tene nesgo de
padecer un frastomo de la funcion endécnna de una cantidad eficaz de una
composicién que comprende cuerpos de inclusion aceptables para uso
farmacéutico que son de un tamafio entre 20 nm aproximadamente y 500 um
aproximadamente que comprenden sobre la superficle de los mismos una
pluralidad de grupos glicerol-fosfato o grupos que se pueden convertir a su vez
en dichos grupos glicerol-fosfato de manera que luego de su administracién
se Inhibe y/o reduce el avance de dicho trastomo de la funcién endécnna

Otra realizacién de esta invencién estd dirigida a un método para el
tratamiento de un frastomo inmunolégico en un paciente mamifero que padece
0 que tene nesgo de padecer un trastomo Inmunolégico que comprende la
admimistracion a dicho paciente mamlifero de una cantdad eficaz de una
composicibn que comprende cuerpos de Inclusibn aceptables para uso
farmacéutico que son de un tamafio entre 20 nm aproximadamente y 500 um
aproxxmadamente que comprenden sobre la superficie de los mismos una
pluralidad de grupos glicerol fosfato o grupos que se pueden convertr a su vez

en dichos grupos glicerol fosfato de modo tal que luego de su administracién



se inhibe y/o reduce el avance de dicho trastorno inmunolégico
, Descripcion breve de las figuras

La FIG 1 es una presentacién como gréfico de barras de los resultados
del Ejemplo 1 descripto mas adelante de expenmentos de hipersensibilidad de
contacto en munnos (CHS modelo inflamatono agudo mediado por células T)
usando liposomas de acuerdo con una realizacion preferida de la invencién en
comparacin con otros liposomas y controles

La FIG 2 es una presentacién grifica similar que muestra el uso de
liposomas de diversos contenidos de fosfatidiiglicerol (PG) en el modelo CHS
de munnos més adelante en el EjJemplo 2

La FIG 3 una presentacién grafica similar de los resultados del
Ejemplo 3 que se descnbe mas adelante en el cual se usaron concentraciones
diferentes de liposomas PG 75% en el modelo CHS de munnos

La FIG 4 es una presentacion gréfica similar de los resultados del
Ejlemplo 4 descnpto més adelante en el cual se usaron concentraciones
diferentes de hposomas PG 100% en el modelo CHS de munnos

La FIG 5 es una presentacion grifica similar de los resultados del
Ejemplo 5 descnpto mas adelante usando liposomas de diferentes tamafios en
el modelo CHS

La FIG 6 es una presentacién gréfica similar de los resultados del
Ejemplo 8 descnpto més adelante usando un modelo en munncs de
hipersensibilidad de tipo tardia (DHS modalo inflamatono crémeo mediado por
células T)

La FIG 7 es una presentacién gréfica similar de los resultados del

Ejemplo 7 descnpto mds adelante con kposomas de cardiolipina en un modeio



DHS de munnos

La FIG 8 es una presentacién grifica similar de los resultados del
Ejemplo 8 descnpto mas adelante con posomas de cardiolipina en el modelo
CHS de munnos

La FIG 9 muestra el cambio porcentual en la pendiente del potencial
post-sindptico excitatorio (EPSP) en ratones control y fratados que es
indicativo del efecto de la potenciacién a largo plazo (LTP) véase el Ejemplo 9

La FIG 10 muestra los datos que se mostraron en la FIG 9 en el
formato un gréfico de barras véase el Ejemplo 9 descnpto mas adelante

La FIG 11 muestra la diferencla en la concentracion de la citoquina IL-4
ant-inflamatona en el hipocampo de animales control y tratados véase el
Ejemplo 10 descnpto mas adelante

La FIG 12 muestra la diferencia en la concentracién de la citoquina IL-
1B pro-inflamatona en una suspensién de células Individuales de esplenocitos
de animales control y tratados véase el Ejemplo 11 descnpto més adelante

La FIG 13 muestra la diferencia en la concentracién de TNF-a en la
llnea de céiulas monociticas U937 tratada con concentraciones vanables de
liposomas PG 75% véase el Ejemplo 12 descnpto més adelante

La FIG 14 es una presentacién gréfica de los resultados del Ejemplo 13
descnpto méas adelante del contenido de endotelina-1 en orejas de ratones
tratados de acuerdo con una realizaclén preferida de la Invencién versus el
control

La FIG 15 es una presentacién grédfica de los resultadoes del Ejemplo 14
de células positivas para ICAM-1 de culivos de HUVEC en presencia y

ausencia de las composiciones de la realizacién prefenda de la invencién
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6n de | lizacion as

De acuerdo con la presente invencién se administran a pacientes
cuerpos de inclusion aceptables para uso farmacéutico que transportan grupos
ghcerol-fosfato sobre la superficle de los mismos Sin tener en cuenta una
teorfa particular se cree que estos cuerpos de inclusidn interactian con el
sistema inmune del paciente obteriéndose con ello efectos benéficos tal como
inhibicibn de las citoquinas prodnflamatonas m vivo y/o promocidn de
ctoquinas ant-inflamatonas Las células que reaccionan pueden ser células
mmunes tal como células presentadoras de antigenos profesionales o no
profesionales células endoteliales células reguladoras tal como células NK-T
y ofras

Estos cuerpos de inclusion aceptables para uso farmacéutico incluyen
cuerpos de Inclusion sintéhicos y sem-sintébcos cuyos contormos son
tipcamente pero no exclusivamente esféncas cllindncas elipsoides
incluyendo esféncas achatadas y alargadas serpenteadas reniformes eic vy
tamafios entre 20 nm aproximadaments y 500 um aproximadaments de
didmetro preferentemente medido por el eje mayor y que comprenden grupos
glicerol-fosfato sobre la superficie de los mismos

Los cuerpos de inclusion aceptables para uso farmacéubco poseen
grupos glicerol fosfato de caracteristicas predeterminadas sobre la superficie
extenor Sin tener en cuenta una teoria particular se cree que estos grupos
tienen la capacidad de interactuar con el 0 los receptores apropiados distintos
del receptor PS exclusivamente sobre las células presentadoras de antigenos
in vivo La esfructura de estos grupos puede ser alterada por sintesis y puede
incluir todo parte o una versibn modificada del grupo ghcerol-fosfato onginal

®
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Por ejemplo el oxigeno con carga negativa del grupo fosfato dentro del grupo
ghcerol-fosfato se puede convertir en un grupo éster fosfato (por ejemplo L-
OP{O)YOXO ) donde L es el resto del grupo glcerol-fosfato R' es -
CHzCH(OH)CHzOH y R es alquilo con 1 a 4 dtomos de carbono o alquilo con 2
a 4 dtomos de carbono sustituido con hidroxilo y 1 a 3 grupos hidroxio siempre
que R sea mas fécil de hidrolizar in vivo que el grupo R en un grupo difosfato
incluyendo ésteres difosfato (por ejemplo L-OP(O)(O )OP(O)(O ), donde L y
R es como se definid previamente y cada R es independientemente
hidrégeno alquilo con 1 a 4 dtomos de carbono © un alquilo de 2 a 4 4tomos
de carbono sustituido con hidroxilo y 1 a 3 grupos hidroxalo siempre que el
segundo grupo fosfato [-P(O)(O ).] sea mas faciimente hidrolizable i vivo que
el grupo R o en un grupo tnfosfato incluyendo ésteres tnfosfato (por ejemplo
L-OP(0O)(O YOP(O)(O JOP(O)O )2 donde L y R son como se definieron
previamente y cada R es independientemente hidrogeno alquio de 1 a 4
dtomos de carbono o un alquilo de 2 a 4 Atomos de carbono susttuido con
hidroxilo y 1 a 3 grupos hidroxilo siempre que el segundo y tercer grupo fosfato
sea méas facimente hidrolizable in vivo que el grupo R y semejantes Dichos
grupos glicerol-fosfato alterados por sintesis pueden expresar glicerol-fosfato mn
vivo y por consiguiente dichos grupos alterados son grupos que se pueden
convertir en glicerol-fosfato

El fosfatidiiglicerol es un compuesto conocido Se puede producir por ejemplo
mediante tratamiento de una forma diménca natural de fosfabdiiglicerol
cardiohlpina con fosfolipasa D También se puede preparar por sintesis
enzimatca a partir de fosfatdilcolina usando fosfolipasa D véase por ejemplo
la Patente de EE UU N° 5 188 951 Tremblay et al Desde un punto de vista
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quimico posee un grupo glicerol-fogfato y un par de cadenas de acidos grasos
de C4s-C20 similares pero diferentes

Tal como se usa aqul el término PG pretende abarcar los fosfolipidos
que transportan un grupo glicerol-fosfato con un amplio rango de al menos una
cadena de dcido graso siempre que la entidad PG resultante pueda parhcipar
como un componente estructural de un lipcsoma Preferentemente dichos

compuestos PG se pueden representar con la sigulente Férmula |
R—CO0—0~——CH,

L.
Lt—o—[—o—clwmou

donde R y R' se seleccionan independientemente entre cadenas

R'—CO0—0

hidrocarbonadas de C+—Cz4 saturadas o insaturadas de cadena lineal o que
conhenen una canhdad imitada de ramificaciones donde al menos una cadena
tiene entre 10 y 24 dtomos de carbono Esencialmente las cadenas de lipidos
R y R' forman el components estructural de los liposomas en lugar del
componente activo Por consiguiente se pueden vanar para que incluyan dos o
una de dichas cadenas de lipidos ya sean iguales o diferentes siempre que
cumplan con dicha funcién esfructural Preferentemente las cadenas de ifpidos
pueden ser de 10 a 24 dtomos de carbono de longitud aproximadamente
saturados monoinsaturados o polunsaturados de cadena lineal o con una
cantdad imitada de ramificaciones Como ejemplos de cadenas de lIpidos
saturados que son de utlidad se puede mencionar laurato (C12) minstato
(C14) palmitato (C16) estearato (C18) araquidato (C20) behenato (C22) y
lignocerato (C24) para la PG en la presente invencién El paimitoleato (C16) y

oleato (C18) son ejemplos de cadenas de lipidos monoinsaturados adecuadas



13

El linoleato (C18) lInolenato (C18) y anquidonato (C20) son ejemplos de
cadenas de lipidos polunsaturados adecuados para su uso en PG en los
iposomas de la presente invencion Los fosfolipidos con una sola de dichas
cadenas de lipidos que también son de utildad en la presente invencién se
conocen como liscfosfollpidos La presente invencion también abarca el uso de
liposomas en los cuales el componente achvo es la forma diménca de PG es
decir cardiolipina pero también hay otros dimeros de la Férmula | que son
adecuados Preferentemente dichos dimeros no estén entrecruzados
sintéicamente con un agente de entrecruzamiento de sintesls tal como.
maleimida sino que en realklad estdn entrecruzados por eliminaciéon de una
unidad de glicerol como describié Lehninger Blochemistry pag 525 (1870) y

como se muestra en la siguiente reaccién
R—CO0——0—CH;

' ot g

—o—u—o—mﬂw

R—CO—0 —0—Co—R
R'———CO-—0 [+] -j M S
—0

—o—u—omomv.o

!

e cardiolipina

HOCH;CH(OH)CH,0H
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donde cada R y R' son independientemente como se definieron
previamente

Como se indicé previamente y nuevamente sin tener en cuenta una
teorfa particular se cree que el grupo PG y su dimero consttuyen un ligando
dado que se considera que se une a un siho especifico sobre una proteina u
ofra molécula (“receptor de PG ) y por consiguiente esta molécula de
fosfatidiighcerol (y su forma diménca) a menudo se denomina ligando o grupo
de unién en este documento Se cree que dicha unidén tiene lugar por medio
del grupo glicerol-fosfato -O P(=O)}{OH)-O-CHz-CH(OH)-CHz-OH que a veces
se denommna grupo pnncipal grupo achvo® o grupo de unién en este
documento En vista de lo mencionado anteriormente la referencia que se
hace aquf @ unibn grupo de unibn o ligando no debe interferir con ningdn
mecanismo o modo de accioin No obstante se considera que los grupos
mencionados de glicerol fosfato son presentados sobre las superficies externas
de los cuerpos de inclusién de la presente invencién para su interaccién con los
componentes del sistema inmune del paciente Cabe destacar que esta
interaccién no es la misma que la Interaccién especlifica de las células
apoptéticas con el receptor de fosfatidiisenna sobre las células presentadoras
de antigenos

Los ejemplos de porciones tridimensionales de los cuerpos de inclusion
o0 cuerpos de Inclusibn aceptables para uso farmacéutico® incluyen las
entdades sintétcas o semi-sintdticas biocompahbles tal como liposomas
perdas sdélidas perlas huecas perlas rellenas particulas grénulos y
microesferas de matenales biocompatibles naturales o sintéticos que se
uthzan habltuaimente en la industna farmacéutica Las perilas pueden ser
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sélidas o huecas o pueden estar rellenas de un matenal biocompatible EIl
tirmino blocompatible se refiere a sustancias que en la canhdad empleada
no son tdxacas o presentan perflles de toxicidad aceptables de modo que su
uso /mn vvo sea aceptable Asimismo el tdrmino aceptable para uso
farmacéutico uthzado con relacion a los cuerpos de inclusién aceptables para
uso farmacéutico se refiere a cuerpos de inclusidn compuestos de uno o vanos
matenales que son aceptables para uso farmacéutico y adecuados para una
distnbucién in vivo Dichos cuerpos de inclusién pueden incluir los liposomas
formados por lipidos uno de los cuales es PG Como aternativa los cuerpos
de inclusi6bn aceptables para uso farmacéutco pueden ser perlas sélidas
perlas huecas perlas rellenas particulas granulos y microesferas de
matenales biocompatibles que comprenden uno o varios matenales
biocompatibles tal como polietilenglicol poli{metilmetacniato)
poliviniipurolidona poliestireno y un amplio rango de otros materiales naturales
semi-sintéticos y sintéticos con grupos glicerol-fosfato unidos a los mismos
Como se indic6 prevamente los andlogos de fosfahdilglicerol con
grupos activos modificados que también interactGan con los receptores de PG
sobre las células presentadoras de antigenocs a través de la misma via
receptora que PG o que de otra manera dan como resultado una reaccién anti-
inflamatoria en el cuerpo receptor estdn contemplados dentro del alcance del
término fosfatidiighcerol Estos incluyen por ejemplo compuestos en los cuales
se han denvatizado uno o vanos de los grupos hidroxlo y/o el grupo fosfato o
que se encuentran en la forma de una sal Muchoe de dichos compuestos
forman grupos hidroxalo hibres in vivo en el momento o después de su
administracion y por lo tanto comprenden grupos converbbles en PG
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Las composiciones prefendas de matenal son lipcsomas que pueden
consistir de diversos lipides Sin embargo se prefiere que ninguno de los
lipidos sean de carga positva En el caso de liposomas el PG fosfatdil glicerol
puede consfiturr la porcién pnncipal o toda la porcién de la o las capas o
paredes que conforman el iposoma onentado de manera tal que la porcién del
grupo glicerol-fosfato del mismo se muesira hacia el extenor con el fin de
actuar como grupo de union y la o las cadenas de lipidos conforman la pared
estructural

Los liposomas o vesiculas de lipidos son sacos sellados en el rango de
micrones o submicrones cuyas paredes (de una sola capa o de malbples
capas) comprenden anfifilos adecuados Habitualmente contenen un medio
acuoso aunque para la presente invencion el contenido intenor no es
importante y en general es inactvo Por consiguiente en una realizaci6n
prefenda los iposomas asl como otros cuerpos de inclusidn aceptables para
uso farmacéutico estdn esencialmente libres de entdades no lpidicas
farmacéuticamente activas (por ejemplo <1%) y méas preferentemente estdn
ibres de entdades no lplidicas aceptables para uso farmacéutico Dichos
liposomas se preparan y tratan de manera tal que los grupos actvos se
presentan hacia el extenor sobre el cuerpo del iposoma El PG en los
iposomas de las realizaciones prefendas de esta invencidn sirven entonces
como ligando y como componente estructural del propio iposoma

Asl una realizacién preferida de esta invencion provee cuerpos de
inclusiéon iposomales que exponen o que pueden ser tratados o inducidoes para
exponer sobre las superficies de los mismos uno o vancs grupos de glicerol-

fosfato que actuaran como grupos de unién El fosfatidiiglicerol es un ligando

\
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PG prefendo y dichos lipidos deberfan comprender un 10% - 100% del
lpoesoma siendo el equlibno un constituyente nactvo por ejemplo
fosfahdiicolna PC o un constituyente que achia a través de un mecanismo
diferente por ejemplo fosfathisenrna PS o0 mezclas de los mismos Se
prefieren los co-constituyentes mactivos tal como PC

Al menos un 10% en peso de dicho iposoma estd compuesto de PG
preferentemente al menos un 50% mads preferentemente un 60-100% y con
mayor preferencia un 70-80% siendo la realizacibn més prefenda de
aproximadamente un 75% en peso de PG

También se pueden usar mezcias de liposomas PG con hposomas
inactivas y/o con lposomas de fosfollpidos que achlan a través de un
mecanismo diferente siempre que la cantdad total de PG sea supenor a un
valor minimo de aproximadamente un 10% y con preferencia supenor a un 60%
en la mezcla total

Con respecto a los cuerpos de inclusidon no liposomales que se pueden
uthzar en la presente invencién pueden incluir perias biocompatibles solidas o
huecas del tamafio apropiado Los cuerpos de inclusion sintéticos o semi
sintéticos biocompatbles no liposomalee se pueden seleccionar entre
polietilenglicol poli{metimetacnlato) polivinperolidona poliestreno y un
amplio rango de ofros matenales naturales semi-sintéticos y sintéticos con los
grupos glicerol-fosfato unidos a las superficies de los mismo Dichos matenales
incluyen polimeros biodegradables tal como ios que fueron descriptos por
Dunn etal Patente de EE UU N° 4938 7683 cuyo contenido se incorpora por
completo en este documento a modo de referencia

Los polimeros biodegradables estan descnptos en el arte e incluyen por
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ejemplo polimeros de cadena lineal tal como polidcthdos polighcodlidos
policaprolactonas polianhidndos poliamidas poliuretanos poliesteramidas
poliortoésteres polidioxanonas poliacetales policetales policarbonatos
poliortocarbonatos polfosfazenos polidroxabutiratos  polihidroxivaleratos
oxalatos de polialquileno succinatos de poliaiquileno écido poli(mélico) acidos
poli{amino) poliviniipirrolidona  polietilenglicol  polihidroxacelulosa quitina
quitosan y copolimeros terpolimeros y combinaciones de los mismos Otros
polimeros biodegradables incluyen por ejemplo gelatina coldgeno etc.

Las sustancias adecuadas para la denvatizacién para unir el o los
fosfollpidos © porciones de los mismos con grupos o grupos de unién a los
cuerpos de inclusion fridimensionales se encuentran disponibles
comerciaimente por ejemplo de Polisciences Inc 400 Valley Road Warnngton
PA 18876 o de Sigma Aldnch Fine Chemicals Los métodos para su
denvatizacién son conocidos en el arte Los ejemplos especificos prefendos de
dichos métodos se descnben en la Solicitud de Patente Intemacional
PCT/CA02/01398 Vasogen Ireland Limited cuyo contenido se incorpora en
este documento a modo de referencia

Se contempla que el paciente puede ser un mamifero incluyendo por
ejlemplo seres humanos y animales doméstcos tal como vacas caballos
cerdos perros gatos y semejantes

Los fosfollpidos son moléculas anfifllicas (es decir son anfifilos) lo que
significa que el compuesto comprende moléculas que poseen un grupo polar
soluble en agua unido a una cadena hdrocarbonada insoluble en agua Los
anfiflos que constituyen las capas de la matnz tenen regiones polares y

apolares definidas Los anfifilos pueden inclur ademds de PG en esta
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nvencién ofros lipidos naturales usados solos con el fosfolipdo que
fransportan al grupo actvo o en mezclas con otros Los anfifilos que
constituyen la o las capas de los iposomas pueden ser compuestos sintéticos
que confieren estructura inertes tal como alquiéteres de polioxietileno
alquilésteres de polioxiehleno y diésteres de sacarosa

Los métodocs para preparar hposomas del tamafio apropiado son
conocidos en el arte y no forman parte de esta invencion Se pueden consultar
numerosos libros de texto y articulos en la literatura sobre este tema por
ejemplo la revisibn Liposomes as Phamaceutcal Dosage Forms de
Yechezkel Barenhoiz y Daan J A. Chrommelin y la lteratura citada en la
misma por ejemplo New R C Liposomes A Practical Approach IRL Press
de Oxford University Press (1980)

El dédmetro de los lipoaomas asl como de los demas cuerpos de
inclusién aceptables para uso farmacéutico de la realizacién prefenda de esta
invencibn comprende entre 20 nm aproximadamentse y 500 pum
aproximadamente mas preferentemente entre 20 nm aproximadamente y 1000
nm aproximadamente con preferencia entre S0 nm aproxamadamente y 500 nm
aproximadamente y con mayor preferencia entre 80 nm aproximadaments y
120 nm aproximadamente (preferentements se mide por el eje mayor) En una
realizacién el didmetro del hposoma comprende entre 860 nm y 500 pm

Los cuerpos de inclusidn aceptablea para uso farmacéutico se pueden
suspender en un vehiculo aceptable para uso farmacéutico tal como solucién
salina estén! fisiolégica agua estéril agua libre de pirégenos solucion salina
isotdmca y soluciones amortiguadoras de fosfato (por ejemplo soluciones

acuosas esténies que comprenden solucidn amortiguadora de fosfato) asi

\\\5\
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como ofras sustancias compatibles no tdxicas usadas en las formulaciones
farmacéuticas tal como por ejemplo adyuvantes soluciones amorbguadoras
conservantes y semejantes Preferentemente los cuerpos de inclusién
aceptables para uso farmacéutico estdn conformados en una suspensidn
liquida en un liquido biocompatble esténl tal como solucién amortiguadora
salna y se administran al paciente por cualquier ruta apropiada que lo
exponga a uno o vanos componentes del sistema inmune tal como por via
intra-artenal intravenosa o mas preferentemente intramuscular o subcutanea

Se contempla que los cuerpos de Iinclusion aceptables para uso
farmacéutico se pueden secar por congelamiento o liofiizar para que puedan
ser resuspendidas posteriormente para su administracién Esta invencidn
también esta dingida a un conjunto de elementos que comprende cuerpos de
inclusién que fransportan grupos de unién liofilizados o secados por
congelamiento y un vehiculo aceptable para uso farmacéutco tal como
solucién salina esténl fisioldgica agua esténl agua libre de pirdgenos solucién
salina isotdnica y soluciones amortiguadoras de fosfato (por ejemplo soluciones
acuosas esténles que comprenden solucidn amortiguadora de fosfato) asl
como otras sustancias no téxicas compatbles usadas en las formulaciones
fammacéuticas tal como por ejemplo adyuvantes soluciones amortguadoras
conservantes y semejantes También se pueden inclurr protectores para el
secado por congelamiento conocidos en el arte por ejemplo lactosa o
sacarosa

Una manera prefenida de administrar los cuerpos de inclusién aceptables
para uso farmacéutico al paciente es una sene de inyecciones administrados

dianamente vanas veces por semana semanalmente o mensuaimente al
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paciente sobre un periodo que varia en un rango entre una semana a varios
meses La frecuencia y duracion del desamotio de la administracién varia de un
pacients a ofro y segdn la afeccién en tratamiento su sevendad y sl el
tratamiento serd profildctico terapéutico o curativo El disefio y la optimizacién
de los mismos son habilidades propias del profesional a cargo Se prefiere la
inyeccidn intramuscular en especial la via del misculo gldteo Un programa
particular de inyecclones en al menos algunas de las Iindicaciones de la
invencién comprende la inyecci6bn en el masculo gliteo de una canhdad
apropiada de cuerpos de inclusion el dia 1 ofra inyeccién el dla 2 otra
inyeccion el dia 14 y luego inyecciones de refuerzo a intervalos mensuales &
fuera apropiado

Se postula que en muchas realizaciones de la presente invencién los
cuerpos de mclusién aceptables para uso farmacéubco que comprenden
grupos PG como grupoa de unién sobre la superficce de los mismos estén
actuando comoc modificadores del sistema inmune del paciente de manera
similar a ia de una vacuna Por consiguiente se utiizan en ias cantidades y los
métodos de administracién suficientes como para proveer una concentraclon
localizada de los cuerpos de inclusion en el shio de la introduccién Las
canhdades de dichos cuerpos de inclusibn que son apropiadas para una
modficacién del sistema minmune posiblemente no se comelacionen
directamente con el tamafio corporal del receptor y por ello se puaden distinguir
claramente de las dosificaciones de fdrmacos que estin disefiados para
proveer niveles terapéuticos de sustancias activas en el torrente sanguineo y
los tepdos del paciente Entonces las dosificaciones de farmacos seran

probablemente mucho mayores que las dosificaciones que modifican el sistema
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Inmune

La comrelacidn entre el peso de los liposomas y la cantidad de iposomas
denva del hecho aceptado por los especialistas en el arte de formulaciones
liposomales una vesicula de dos capas de 100 nm de didmetro contiene
81 230 moléculas de lipido por vesicula disthbuidas aproximadamente 50 50
entre las dos capas (véase Richard Hamgan — 1892 Universidad de Brihsh
Columbia Tesis PhD “Transmembrane pH gradients in iposomes (microform)
drug-vesicle interactons and proton flux® publicado por Natonal Library of
Canada Ottawa Canadd (1993) N° Orden de University Microfims
UMIOD406756 N° Canadiana 942042220 ISBN 0315796936) A partr de esto
es posible calcular por ejemplo que una doeis de 5 x 10° vesiculas en el
orden de la dosis usada en los ejlemplos especificos 7 vivo més adelante en
este documento es equivalente a 4 06 x 10 moléculas de lipido Usando el
nimero de Avogadro para la canhdad de moléculas de lipido en una molécula
gramo (mol) 6 023 x 10® se puede determinar que esto representa 6 74 x 10°
" moles que con un peso molecular de 729 para PG equivale
aproximadaments a 3 83 x 10°g o0 38 3 ng de PG para dicha dosificacion

La cantidad de cuerpos de inclusién aceptables para uso farmacéuhco
que serd administrada varia segin la naturaleza del trastorno de mamifero que
se pretende tratar y segun la identidad y las caracteristicas del paciente
Preferentemente la cantdad eficaz de cuerpos de inclusién aceptables para
uso farmacéutico no debe ser téaca para el paciente y no debe ser tan grande
como para superar al sistema inmune Cuando se utihiza una administracion
infra-artenal infravenosa subcuténea o intramuscular de una suspension

acuosa estérll de cuerpos de inciusidén acepiablies para uso farmacéutico se



23

prefiere administra para cada dosis entre 0 1-50 ml aproximadaments de
liqudo que contene una cantidad de cuerpos de inclusién equivalentes en
general a 10% - 1000% de la cantidad de leucocitos habituaimente presentes
en un volumen equivalente de sangre completa Preferentemente la canbdad
de cuerpos de Inclusibn administrada por vez a un paciente humano se
encuentra en el rango entre aproxyimadamente 500 y aproximadamente 2 5 x
10° (<250 ng de cuerpos de inclusion en el caso de hposomas promateada
para las diferencias de densidad en otras realizaciones de cuerpos de
inclusibn) mas preferentemente entre aproximadamente 1000 vy
aproxmadaments 1 500 000 000 con preferencia entre 10 000 y 100 000 000
aproximadamente y con mayor preferencia entre aproximadamente 200 000 y
aproxxmadamente 2 000 000

Dado que los cuerpos de inclusién aceptables para uso farmacéutico
actiian en el proceso de la invencién como modificadores del sistema inmune
en la naturaleza de una vacuna la cantdad de dichos cuerpos de inclusién
administrada en el sitio de inyeccién para cada administracién puede constifuir
una cuantificacién mas significatva que la cantidad o el peso de cuerpos de
inclusién por umdad de peso corporal del paciente Por el mismo motivo ahora
se considera que las cantidades eficaces o la canhdad de cuerpos de inclusién
para animales paquefios no se traducen directamente en cantdades eficaces
para mamiferos mas grandes (es decr mds de 5 kg) sobre una base de
relacién de pesos

La presente invencién estd indicada para su uso en la profilaxis y/o el
tratamiento de una amplia vanedad de trastornos en mamiferos en los cuales
estdn comprometidos el funcionamiento de células T la Inflamacion la
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disfunciébn endotehal y la expresién inapropiada de ctoquinas Los pacientes
que padecen o sospechados de padecer dichos trastomos pueden ser
seleccionados para el tratamiento El término “tratamiento se refiere a una
reduccion de los sinfomas tal como por ejemplo una disminucidon en la
sevendad o en la cantdad de sintomas de la enfermedad particular o una
imitacién del avance progresivo de los sintomas

Con respecto a los trastomos debidos a la funcion de las células T
(mediados por células T) estos trastornos incluyen cualquer y todos los
trastornos mediados al menos en parte por células T e incluyen por ejemplo
tlceras hendas y trastomos autoinmunolégicos incluyendo por ejemplo
diabetes escleroderma psonasts y artnhs reumatoidea

La Invencion estd indicada para sSu uso con reacciones alérgicas
inflamatonas trastormos por reacciones en fransplantes de érganos y células e
infecciones microbianas que onginan reacciones inflamatonas También estd
Indicado para su uso en la profilaxis contra el esirés oxidativo y/o las lesiones
de reperfusibn isquémica Ingesta de venenos exposicin a sustancias
quimicas t6xicas lesiones por radiacién y exposicion a sustancias imtantes
fransportadas por are y por agua etc. causantes de una inflamacién
perjudicial También ests indicado para los frastomos Inflamatonos alérgicos y
mediados por células T de érganos intemos tal como nfién higado corazén
etc

Con respecto a los trastomos que involucran una expresién inapropiada
de citoquinas para la cual estd indicada la presente invencion Incluyen
cualquier y todos los trastornos que comprenden una expresién inapropiada de

citoquinas e incluyen por ejemplo enfermedades neurodegeneratvas Las
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enfermedades neurodegenerativas incluyendo el sindrome de Down el mal de
Alzheimer y el mal de Parkinson estdn asociadas con niveles incrementados
de clertas citoquinas incluyendo la interteuquina-1p (IL-1p) (véase Gnffin WST
et al (1989) Mogi M et al (1986)) También se ha demostrado que la IL-18
inhibe la potenciacidn a largo plazo en el hipocampo (Murray C A et al
(1998)) La potenciacion a largo plazo en el hipocampo es una forma de
plastcidad sindptica y se considera en general que @5 un modelo apropiado
para la memona y el aprendizaje (Bliss TVP et al (1983)) Entonces
actuaimente se cree que una expresién inapropiada de citoquinas en el cerebro
estd comprometida en el desarrolio y of avance de lae enfermedades
neurodegenerativas y los trastomos neuroinflamatonos

Por consiguiente la invencidn estd indicado para el tratamiento y la
profilaxas de una amplia vanedad de trastomos neurodegenerativos y ofros
frastornos neuroldgicos en mamiferos incluyendo sindrome de Down mal de
Alzheimer mal de Parkinson demencia senil depresién enfermedad de
Huntngdon neuropatias penféncas sindrome de Guiillain Bar enfermedades
de la médula espinal enfermedades neuropaticas de las articulaciones
enfermedad desmielimnizante inflamatona cr6mca neuropatias incluyendo
mononeuropatia polineuropatia neuropatia sensonal simétnca distal
trastomos de la unién neuromuscular miastenias y esclerosis amiotrdfica
lateral (ALS) ElI tratemiento y la profilaxs de estas enfermedades
neurodegenerativas representan una realizacién particularmente prefenda de la
invencién siendo especialmente prefendo el tratamiento del mal de Alzheimer
mal de Parkinson y ALS

Con respecto a los trastomos que comprenden una disfuncién endotehal
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la presente invencidn estd indicada para el fratarmento y la profilaxis de una
amplia vanedad de dichos trastomos en mamifercs tncluyendo cualquiera y
todos los trastomos mediados al menos en parte por una disfuncidn endotehal
e Iincluyen por ejemplo enfermedades cardiovasculares tal como
ateroesclerosie enfermedad oclusiva artenal penfénca o artenal insuficiencia
cardlaca congestva enfermedad cerebrovascular (apoplejla) infarto de
miocardio angina hipertensibn etc trastomos vasoespastcos tal como
enfermedad de Raynaud sindrome cardlaco X migrafia etc y las lesiones
que se producen como resultado de una isquemia (lesién Isquémica o lesién
por reperfusion-isquemia) En resumen puede ser prédchcamente cualquier
frastomo cuya patologla comprenda el funcionamiento inapropiado del
endotelio

Otras indicaciones para las composiciones Y los procesos de la presente
invencién incluyen el tratamiento de pacientes para acelerar la velocidad de
clcatrizacién de hendas y uiceras y el tratamiento de pacientes antes de una
intervencién quirirgica con el fin de acelerar la velocidad de recuperacion de la
arugla inclusive la velocidad de cicatnzaclon de las lesiones e Incisiones
quirirgicas

Con respecto a los trastomos cardlacos la presente invencién estd
indicada para el tratamiento y la profilaxis de una amplia variedad de dichos
trastomos en mamiferos incluyendo cuaiquiera y todos los trastormos
relacionados con el corazén e incluyen por ejlemplo arritmias ventriculares
(taquicardia o fibnlacién ventricular) y muerte sibita por una enfermedad del
corazdén lLa susceptbiidad de los pacientes a los trastomos cardlfacos tal

como amtmias y muerte sibita cardiaca a menudo esté indicada por intervaios
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QT-c prolongados en el nimo de latidos del corazén Se considera que la
administracién de las composiciones acordes con las realizaciones prefendas
de la nvencién reduce los intervalos QT-c en pacientes mamiferos lo cual
serfa indicativo de una susceptibiidad reducida a amtmias y muerte cardiaca
subita

La invencién se descnbird a continuacién a efectos ilustrativos en los
sigulentes ejemplos no imitantes

EJEMPLOS

En los ejemplos que se descnbirdn més adelante las siguientes
abreviaturas tienen el significado que se detalla a continuacién Si no esta

defimda una abreviatura tiene el significado aceptado en general

Hg = microgramo

ul = microhiro

pm = micrémetro

M = micromolar

CHS = hipersensibiidad de contacto
Cm = centimetro

DMSO = dmetisulféxado

DNFB = 2 4-dinitrofluorobenceno
DHS = hipersensibiidad de tipo tardia
EtOH = etanol

G = gramo

Hs = horas

Hz = herz

M = intramuscular



IP

LPS
LTP
Mg
Min
Mi
MM
Ms
Ng
Nm
NM
PBS
PCR
POPS

POPG

POPC

RPM
S
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intraperitoneal

kilogramo

hpopolisacdndo

potenciacién a largo plazo

miligramo

minutos

mililitro

milimolar

milisegundo

nanogramo

nanémetro

nanomolar

solucién amortiguadora fosfato salina
reaccion en cadena de la polimerasa
1-paimitoll-2-oleoll-sn-glicero-3-[fosfo-L-senna]
denominado PS en este documento
1-paimitoll 2-oleoll-sn-glicero-3-{fosfo-rac-(1-
glicerol)]] denominado PG en este documento
1-palmitoll-2-oleoll-sn-ghcero-3-fosfocolina
denominado PC en este documento
revoluciones por minuto

segundo

A menos que se indique lo contrano la forma precisa de los lipidos
usados en los experimentos era POPS POPG y POPC como se defimé

previamente
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Elemplo 1
Se prepararon liposomas con un didmetro promedio de 100 + 20 nm de

acuerdo con los métodos estandar conocidos en el arte y la composicién de los
mismos era
GrupoA - PS 100%
GrupoB - PG 100%
GrupoC - control sin liposomas
Se diluyé una suspensibn madre de cada composicién de posomas
que contenla 48 x 10 hposomas por ml con PBS para obtener una
suspensidn Inyectable que contenla € x 10° particulas por ml Las
suspensiones liposomales se inyactaron en ratones hembra BALB/c (Jackson
Laboratones) de 8-8 semanas y con un peso de 19-23 g con el fin de
determinar el efecto sobre la hinchazén de oreja en el modelo de
hipersensibiidad de contacto (CHS) en murinos Se utiizaron las pruebas para
el modelo CHS para las reacciones inflamatorias mediadas por Th1
Los animales fueron asignados a 3 grupos con 5 animales en cada uno
Los grupos A y B recibleron aproximadamente 3 x 10% de los liposomas
identficados previamente (es decir PC 100% y PG 100% respechvamente)
en un volumen de 50 yl aproximadamente El grupo C era un grupo control que

no recibié hposomas

Protocolo
Se llevaron a cabo los siguientas expenmentos
TABLA | _ . .
Grupo | Liposomas Dia 1 Dia2 Dia 3 Dia4 Dias Dia 8 Dia7
_ horas)
A 100% PS | Inyactado Inyectado | Inyeciado | Inyectado | Inyectado | Inyectado | Medicion
luego luego on orela |
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sensibilizado estimulado
PQ 100% | Inyectado Inyectado | Inyectado | inyectado | Inyectado | Inyectado | Mediclén
luego luego en oreja
sensibllizado estimulado

Los dias 1-6 los ratones de los grupos A y B recibieron inyecciones de
las respectivas preparaciones de liposomas Se inyectaron aproximadamente
300 000 liposomas en un volumen de 50 yl por Inyeccién intramuscular (IM)
con una administracién total durante todo el periodo de prueba de
aproxxmadamente 1 800 000 iposomas A los ratones del grupo control (grupo
C) no se les administraron liposomas pero fueron sensibilizados estmulados y
evaluados de la misma manera que los grupos A y B como se descnbird a
continuacién

Sensibilizacién

El dia 1 después de la inyecclén de iposomas comrespondiente a ese
dia los ratones fueron anestesiados con 02 ml de pentobarbital sédico 5
mg/ml mediante inyeccion IP Se rocié Ia piel del abdomen de los ratones con
EtOH 70% y luego se ubhzé una hoja de escalpelo para elmnar
aproximadamente un parche de una puilgada de didmetro de pelo del abdomen
El drea rasurada se pintd luego con 25 pi de 2 4-dinitrofluorobenceno (DNFB)
05% en una mezcla 4 1 de acetona aceite de oliva usando una punta de
pipeta

Estimulo

El dia 6 después de la inyeccién de hposomas los ratones fueron
estmulados con DNFB esparciendo 10 pl de DNFB 0 2% sobre la superficie
dorsal de la oreja derecha con una punta de pipeta y esparciendo 10 pl de
vehliculo sobre |a oreja izquierda con una punta de pipeta

Resultados
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El dila 7 24 horas después del estimulo cada animal fue anestesiado
con halotano y se midié el espesor de la oreja usando un micrémetro accionado
por resorte Peacock Los datos obtenidos se expresaron como la diferencia
entre la espesor de la oreja derecha tratada y el espesor de la oreja izquierda
tratada con vehlculo Los expenmentos se repitieron tres veces con animales
de caracterishcas similares El incremento de hinchazén de oreja se usé como
una medida de la respuesta CHS EIl grado de significacién de los datos se
determiné con la prueba de t de Student de dos colas Se considerd
significativo un valor P <0 05

Los resultados se muestran en la FIG 1 que es un gréfico de barras que
muestra los valores medios de los tres expenmentos de hinchazoén de oreja
expresados en um

En la FIG 1 se muesira que se lognd una reduccién significativa en la
hinchazén de oreja con la iInyeccion de los liposomas acordes con la presente
invencibn La reduccidn lograda con los liposomas con PG 100% es
sustancialmente mayor que la obtenida con los liposomas con PS 100%

Ejemplo 2

Se prepararon liposomas con un diametro promedio de 100 + 20 nm de
acuerdo con los métodos estdndar conocidos en el arte y de las siguientes
composiciones

GrupoA - PG 100%
GrupoB - PG 75% PC 25%
GrupoC - PG 50% PC 50%
GrupoD - PG 25% PC 75%
GrupoE - PBS sélo



Grupo F -~ ninguna inyeccién

Se diluyé una suspensién madre de cada composicién de iposomas
que conterila $ x 10'* liposomas por ml para obtener una suspensién
inyectable que contenla 12 x 10° liposomas por ml Las suspensiones
hposomales se Inyectaron en ratones para determinar el efecto sobre la
hinchazén de oreja en el modelo CHS de murinos un sistema biolégico que es
de utihdad para evaluar reacciones inflamatonas mediadas por Th1 Para estos
expenmentos se usaron ratones hembra BALB/c (Jackson Leboratones) de 6-8
semanas y con un peso de 18-23 g

Los animales fueron asignados a 6 grupos (los grupos A-F Iindicados
previamente) con 10 animales en cada grupo También se incluyeron grupos
control que no recibieron Inyecciones (grupo F) o inyecciones de PBS sin
hposomas (grupo E) Los animales de los grupos A-D reclbieron inyecciones de
50 ul de las suspensiones de hposomas Identificadas previamente cada una de
las cuales contenla 6 x 10° iposomas aproximadamente

Protocolo

La prueba comprende una sensibilizacién (Sens) con una sustancia
potenciaimente causante de inflamacién Inyeccién de lipcsomas (Iny) en los
animales de prueba o PBS en los controles y estimulo (Est) con dicha
sustancia potenciaimente causante de inflamacidn después de medicién (Med)
para determinar si la inyecclén de iposomas era eficaz contra el desarrolio de
inflamacién ocasionado por el estimulo

Se llevaron a cabo los siguientes expenmentos

Grupo |Liposomas|Dia1 |Dia2 |Dia3 |Dia4 |Dlab5 [Dla6 |[Dla7

A PG 100% |Sense (Iny Iny Iny Iny Este |Med
Iny Iny

B PG75% |Sense |lny Iny iny Iny Este {Med
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Iny iny

C PG50% ISense |Iny Iny Iny Iny Este |Med
Iny Iny

D PG 25% |Sense iiny Iny Iny Iny Este [Med
Iny Iny

E Ninguno ([Sense |Iny Iny Iny Iny Este |(Med
(PBS sdlo) | Iny Iny

F Ninguno | Sens Est Med

Los dias 1-6 los ratones recibieron inyecciones con los respectvos
liposomas indicados previamente Los liposomas fueron inyectados en un
volumen de 50 ul por inyeccién IM es decir 600 000 hposomas por inyeccién
para una administracién total sobre todo el perfodo de prueba de 3 600 000
liposomas Los ratones del grupo control no recibieron ipcsomas pero fueron
sensibilizados estimulados y evaluados de la misma manera que los demés
grupos de ratones como se descnbird a contnuacién

Sensibllizacion (Sens)

El dla 1 después de la inyeccion de liposomas correspondiente a ese
dia los ratones fueron anestesiados con 0 2 ml de fenobarbital sédico 5 mg/ml
mediante inyeccién IP La piel del abdomen de los ratones fue rociada con
EtOH 70% y se usé una hoja de bisturl para eliminar el pelo de un parche de
aproxmadamente una pulgada diémetro del abdomen Sobre el édrea
descubierta se esparcieron 25 ul de 2 4-dinitrofluocrobenceno (DNFB) 0 5% en
una mezcla 4 1 de acetona aceite de oliva usando una punta de pipeta

Estimulo (Est

El dia 6 después de la inyeccién de liposomas correspondiente a ese
dia los ratones fueron estmulados (Est) con DNFB de la siguiente manera se
esparcieron 10 ul de DNFB 0 2% sobre la superficie dorsal de la oreja derecha
con una punta de pipeta y se esparcieron 10 u de vehiculo sobre la oreja

izquierda con una punta de pipeta



Resultados

El dia 7 24 horas después del estimulo cada animal fue anestesiado
con Halotano y luego se midié (Med) el espesor de la oreja usando un
micrémetro accionado por resorte Peacock El incremento de la hinchazdn de
oreja se usé como una medida de la respuesta CHS Los datos se expresaron
como la diferencia en el espesor de la oreja derecha tratada menos el espesor
de la oreja izquierda tratada con vehiculo El grado de significacion entre los
dos grupos se determiné con la prueba t de Student de dos colas Se considerd
significativo un valor P <0 05

Los resultados se muestran graficamente en la FIG 2 un gréfico de
barras que muestra la hinchazén de oreja en um Se usé el valor medio de los
expenmentos raspectivos para representar el grafico

En la FIG 2 se muestra que se logré una reduccion significativa en la
hinchazén de oreja con PG 100% y 75% lo cual demuestra que ambas
concentraciones ofrecian proteccién contra el desarrolio de inflamacidn como
resultado del contacto con la sustancia alergénica DNFB Los liposomas con
PG 50% y 25% también produjeron reducciones en comparacion con ambos
controles pero las diferencias no alcanzaron un grado de significacion
estadistico en este expenmento

Ejemplo 3

Se prepararon liposomas con un didmetro promedio de 100 + 20 nm de
acuerdo con los métodos estdndar conocxios en el arte y estaban compuestos
de PG 75% PC 25% Se usé una suspensién madre que contenla 4 8 x 10"
hposomas por ml igual que antes y se diluyé en PBS para obtener una

suspensién nyectable que contenia las siguientes concentraciones de



liposomas
Grupo | Liposomas Concentracién Lipcsomas Animales
(hposomas por ml) | por inyeccién | en el grupo

A PG 75%, PC 25% |12 x 10 6 x 10"° 10

B PG 75%, PC 25% | 12x 10° 6x10° 10

c PG 75%, PC25% | 12x10* 6 x 107 18

D PG 75%, PC 25% | 12x 10" 6x10° 16

E PG 75%, PC 25% | 12x 10° 6x10° 16

F Ninguno (PBS 16

s6lo)

Se agruparon ratones BALB-c en seis grupos (grupos A-F) incluyendo un
grupo control que no recibié liposomas pero si una inyeccién con 50 ml de PBS
(grupo F) Los ratones fueron senaibilizados en el flanco se les inyectd la dosis
de liposomas seleccionada por via Intramuscular en el mdsculo de la pata
derecha ol miemo dia aunque después de la sensibiizacion (dla 1) y los dlas
2 3 4y 5 El dia 6 reciveron inyecciones y estimulos sobre la oreja como se
describid en el Ejemplo 1 El espesor de la oreja se midié como ya se descnbié
24 horas después de aplicar el estimulo

Los resultados (FIG 3) muestran una diferencia signficatva entre el
grupo control (grupo F) y el grupo C (12 x 10° hposomas por ml) y entre el
grupo control y el grupo D (12 x 107 liposomas por mi) y entre el grupo control y
el grupo E (12 x 10° kposomas por ml) Se observd poca diferencia entre el
grupo control y los grupos A o B (12 x 10™ y 12 x 10° liposomas por ml
respectivamente) lo cual sugiere que existe un rango 6ptimo de concentracién

de liposomas por encama del cual puede haber una reduccidn en los efectos



benéficos En ofros expenmentos también se observé una disminucidn en el
efecto debido a que la concentracidn de los liposomas se disminuyé por debajo
de un valor de 12 x 10* liposomas por ml

Elemplo 4

Se prepararon liposomas de la formulacion PG 100% y con un tamafio
promedio de 100 £+ 20 nm de acuerdo con los métodos estindar Se
gensibilizaron inyectaron y eshmularon cuatro grupos (grupos A-D) de 10
ratones de acuerdo con el procedimiento y el programa descnptos en el
Ejemplo 3 con las siguentes cantidades de lposomas de PG 100%
administrados en una suspensién de 50 yl

GruppA - 6x10’

GrupoB - 6x10°
GrupoC -~ 6x10°
GrupoD - 8x10*

Los resultados junto con el control PBS del Ejemplo 4 se muestran en
la FIG 4 en la forma de un gréfico de barras simiar Cabe destacar una
reduccién significativa en la hinchazén de oreja en comparacién con el grupo
control para cada uno de los grupcs de prueba pero con poca diferencia entre
los distintos grupos

E o5

Se prepararon liposomas con una composicion de PG 75% PC 25% y
con un didmetro promedio de 50 100 200 o 400 nm utihzando los métodos
estindar Fueron evaluados en el modelo CHS de munnos como en los
Ejempios 3 y 4 usando 6 x 10° liposomas en suspensiones de 50 yl para cada
inyeccién y el programa y procedimiento de sensibilizacidn-nyeccién-estimulo
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como en el E)jemplo 3 Los grupos utilizados fueron

GrupoA - Liposomas de 50 nm
GrupoB - Liposomas de 100 nm
GrupoC - Liposomas de 200 nm
GrupoD - Liposomas de 400 nm
GrupoE - Sinliposomas

Los resultados se muesiran en la FIG 5 Ei resultado con el grupe D
usando iposomas de 400 nm de didmetro no es significabvamente diferente
de! grupo control (grupo E) lo cual es indicativo de un rango crihco probable de
tamatfio para este modelo

Elemplo 6

Se diluyd una suspensién madre de hposomas de PG 75% con un
didmetro promedio de 100 + 20 nm que contenla 4 8 x 10" liposomas por ml
para obtener una suspensién inyectable que contenia 6 x 10® posomas por m
Las suspensiones liposomales se usaron para inyecciones en ratones con el
fin de determinar el efecto sobre la hinchazén de oreja en el modelo DHS en
munnos Al igual que en el Ejempio 1 usaron ratones hembra BALB/c
(Jackson Laboratones) de 6-8 semanas y con un peso de 18-23 g

Los animales fueron asignados a 3 grupos con 10 animales en cada uno
El grupo control (grupo C) recibié inyecciones con PBS solamente Los
animales de los grupos A y B recibieron inyecciones con 50 wl de una
suspension que contenla 6 x 10% iposomas

Protocolo

Los dlas 13 18 los ratones recibieron inyecciones con los liposomas de

PG 75% como se indicar4 mds adelante Los hposomas fueron inyectados en
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un volumen de 50 ul por inyeccidn IM es decir 600 000 lipoaomas por
inyeccién para una administracién total sobre todo el periodo de prueba de
3 600 000 hposomas Los procedimientos de sensibihzacion y estimulo tuvieron
lugar como se describié en el Ejemplo 2

DIA TRATAMIENTO
Sensibilizados
6 Estmulados
Medidos
12 Estimulados
13 Medidos e inyectados
14 Inyectados
15 Inyectados
16 Medidos e inyectados
17 Inyectados
18 Inyectados y estimulados
19 Medidos
Resultados

Los resultados se muestran gréficamente en ia FIG 6 adjunta y
muestran que el PG 75% es eficaz en el modelo DHS el dia 16 24 horas
después de la tercera Inyeccién después del segundo estimulo

Elemplo 7

Se prepararon lipcsomas compuestos de cardiohpina 100% (CL) y con
un didmetro promedio de 100 + 20 nm utiizando métodos estdndar Se
utilizaron a una dosificacion de 8 x 10° iposomae por cada 50 pi por inyeccién

en of modelo DHS de munnos como se descnbié en el Ejemplc 8 Se



compararon los datos obtenidos con los animales inyectados con liposomas CL
(grupo A, 10 animales) con los datos obtenidos con loe animales que
solamente recibieron PBS (grupo B 10 animales) Los procedimientos de
sensibilizacion inyeccion y estimulo fueron como se descnbi6 en el Ejemplo 2
Los resultados de la medicion del espesor de la oreja efectuada el dia 18 24
hs después de la 6° Inyeccién se muestran en da FIG 7 Los resultados
muestran una reduccién significatva en la hinchazén de oreja en el grupo de
prueba inyectado con CL (Grupo A)

Elemplo 8

Se prepararon liposomas de 100 nm de didmetro promedio y que
comprendian ya sea cardiolipina 100% o cardiolipina 75% y PC 25% mediante
métodos estindar Se sensibilizaron tres grupos (grupos A-C) de 10 ratones el
dia 1 E! grupo control recibié inyecciones de PBS los dias 1 2 y 6 (grupo C)
Los otros dos grupos recibieron inyecciones de 8 x 10° lposomas de
cardiolipina 100% (grupo A) o de 6 x 10° iposomas de cardiolipina 75% (grupo
B) todos los liposomas en 50 pl por inyeccién de acuerdo con el mismo
programa Los ratones fueron esbmulados el dla 7 y se midi6 el espesor de la
oreja como se descnbid en los ejemplos antenores

En la FIG 8 se muestran las mediciones medias de cada grupo Ambos
grupos que recibieron liposomas CL muestran una supresion estadisticamente
significativa de CHS en comparacién con el grupo control

Ejemplo 8

Con el fin de estudiar los mecamismos celulares y moleculares
responsables de la funcién cognitiva se utlizé el modelo de potenciacién a
largo plazo (LTP) en animales La LTP es una forma de la plasticldad sindptca

v
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que tiene lugar en el hipocampo que ha sido propuesto como el sustrato
biolégico para el aprendizaje y la memona (Bliss et al Nature 361 31-39
(1990)) En ratas la LTP se puede monitorear electrofisiolégicamente mediante
métodos bien conocidos por loe egpecialistas en el arte Los animales son
sacrificados después con el fin de investgar los cambios bioquimicos en los
tejidos del hipocampo La comparacion de los resultados de los datos
electrofisiolégicos con los cambios bioquimicos en el hpocampo es de utihdad
para determinar la manera en que se pueden alterar los sucesos celulares
responsables de la LTP en los animales que padecen enfermedades o
trastomos asociados con una neurcinflamacién tal como envejecimiento
esirés mal de Alzheimer y una infeccién bactenana

La administracion sistémica de lipopolisacdndos (LPS) un componente
de la pared celular de las bactenas Gram negativas provoca activacion del
sistema iInmune porque induce un incremento de las citoquinas pro-
inflamatorias tal como IL-1B Como se indicé previamente un ejemplo de un
défict neuronal inducido por LPS y IL 18 es el detenoro de la LTP en el
hipocampo Un indicador de la LTP es la pendiente promedio del conjunto de
potenciales excitatonos post-sindpticos (epsp) Con la estmulacion teténica la
pendiente epsp (%) aumenta marcadamente lo cual es indicativo de una mayor
actividad sindptca La inhibicion de la LTP inducida por LPS reduce el
incremento de la pendiente y/o hace que la pendiente epep se revierta mas
ripidamente hacia la Iinea basal 1o cual indica que la mayor actividad sinédptica
es breve Por consiguiente se pueden usar las mediciones de la pendiente
epsp (%) a intervalos de tempo determinados después de un estimulo tetanico

para reflejar la memona y la pérdida de la misma después de un estimulo
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inflamatono asl como la inflamacién en el lhypocampo del cerebro

Se prepararon liposomas con un didmetro promedio de 100 + 20 nm de
acuerdo con los métodos estdndar conocidos en el arte y estaban compuestos
de PG 75% y PC 25% Se diluyé una suspension madre de los liposomas que
contenlan eproximadamente 2 9 x 10" liposomas por ml con PBS para obtener
una suspensidn inyectable que contenfa aproximadamente 1 2 x 107 iposomas
por ml Esta suspension se ublizd después para Inyectar en ratas con el fin de
determinar el efecto sobre el detenoro de la LTP inducida por LPS Para estos
expenmentos se ublizaron ratas macho Wistar (BioResources Unit, Tnmity
College Dublin) que pesaban unos 300 g aproxxmadamente

Los animales fueron asignados a cuatros grupos de 8 animales en cada

grupo que fueron tratados de la siguiente manera

Grupo A salina + control
GrupoB - salna+PG
GrupoC - LPS + control
Grupo D LPS + PG

Se myectaron 150 ul de cada una de las preparaciones identificadas
previamente mediante inyeccién IM los dias 1 13 y 14 Los grupos By D
rectbieron un total de 5400000 liposomas (1800000 liposomas por
inyeccién) El procedimento de LTP y el procedmiento de preparacién de
tejdos se llevaron a cabo el dia 0

Procedimiento de LTP

Las ratas fueron anestesiadas por inyeccion IP de uretano (15 g/kg)
Las ratas recibieron LPS (100 ug/kg) o salina por via intfrapentoneal Tres horas
después se les colocd un electrodo estmulador bipolar y un electrodo de
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registro unipolar en la via perforante y en ia regién del cuerpo celular dorsal del
giro dentado respectivamente Se aplicaron pulsos de prueba de Q033 Hz y
las respuestas se registraron durante 10 min antes y 45 min después de una
estmulacion de frecuencia alta (3 tandas de estimulos aplicados a intervalos de
30 seg 250 Hz para 200 ms)

Las ratas fueron sacrnficadas por decapitacién Se disecaron las
siguientes piezas el hipocampo el giro dentado tetanizado y no tetanizado la
corteza y la corteza entorhinal sobre hielo luego fueron seccionadas y
congeladas en 1 ml de solucién de Krebs (composicién de Krebs mM NaCl
136 KCl 254 KH:PO, 118 MgSO,7H;O 118 NaHCOs 16 glucosa 10
CaClz 1 13) que contenfa DMSO 10%

Resultados

Los resultados se muestran en ia FIG 8 El grifico muestra la diferencia
en el potencial excitatono post-sindptico (epsp) en los cuerpos celulares de las
células granulosas Los datos son la media de siete a ocho observaciones para
cada grupo de tratamiento y se expresan como el cambio porcentual medio en
la pendiente epsp cada 30 s normalizada con respecto al valor medio de los 5
minutos Inmediatamente previos a la estimulacion teténica En la FIG 9 se
muestra que !a inhibicién de la LTP inducida por LPS en las sinapsis de las
células granulosas de la via perforante era superada por el pre tratamiento con
los liposomas PG Los tnangulos negros representan al grupo A (salina +
confrol) los tnéngulos abiertos representan al grupo B (salina + PG) los
cuadrados negros representan al grupo C (LPS + control) y los cuadrados
abiertos representan al grupo D (LPS + PG)

En la FIG 10 se muestra que el andlisis de los valores medios 40-45

=



minutos después del estimulo post-tetdnico indica que el conjunto de la
pendiente epsp habla dieminuido en el grupo confrol-LPS (barras abiertas) y
que los iposomas PG (barras a rayas) hablan revertido significativamente este
efecto (*p<001) Como un Indice de la funcionalidad de la memoria y el
aprendizaje la mejora en la capacidad para mantener la LTP demostrada con
este Ejemplo indica que el tratamiento es adecuado para demencias por
ejemplo el mal de Alzheimer y para el trastomo de la memoria

Elemplo 10

La IL-4 es una de las humerosas ctoquinas que son secretadas por la
subclase Th2 de linfocitos y es conocida por sus efectos anti-inflamatonos En
la FIG 11 se muestra que la concentracidn de IL-4 en el hipocampo habla
aumentado significativamente en el grupo LPS que habla sido tratado
previamente con los ipcsomas PG (*p<0 05) Las barras abiertas representan
el grupo control (grupo E) y las baras a rayas representan al grupo tratado con
PG (grupo F) La IL-4 se midi6 con un ELISA y se expresa como PG de IL-4 por
mg de proteina total

Esta sensibilizacion de la citoquina ant-inflamatoria IL-4 en el cerebro es
indicativo del uso del proceso y de la composicion de las realizaciones
prefendas de la presente invencidn en el tratamiento de un amplio rango de
trastomos neuroinflamatonos incluyendo mal de Parkinson ALS enfermedad
desmielinizante inflamatonas crénica CIPD y sindrome de Guillain Barr

Elemplo 11

La IL-1B es una de las numerosas citoquinas secretadas por |a subclase
de linfocitos Th1 y es conocida por sus efectos proinflamatonos Se extrajeron
los bazos de animales tratados como se descnbié en el Ejemplo 9 los grupos



C y D del mismo y se recolectaron los esplencocitos Luego se prepararon de la
sigulente manera

En la FIG 12 se muestra que la concenfraclén de IL-1p en los
esplenocitos era reducida significabtvamente en el grupo LPS que habla sido
pretratado con los liposomas PG ("p<005) La IL-1p se muidié con un ELISA y
se expresd como picogramos de IL-18 por mg de proteina total Esto es
indicativo de un efecto inflamatono sistémico del proceso y de las
composiciones de las realizaciones prefendas de la presente invencién

Ejemplo 12

La linea U937 es una linea celular de leucemla monocitica que se puede
diferenciar en macréfagos con la admimstracién de ésteres de forbol El
tratamiento con lipopolisacandos (LPS) un componente de la pared celular de
bacterias Gram negativas estimula una respuesta inflamatona en las células
U937 con subsigulente sensiblizacibn de la expresidn de numerosas
moléculas inflamatonas incluyendo TNFa Este modelo provee un sistema
expenmental para evaluar las terapias anti-inflamatonae Los macréfagos se
pueden cultivar en un medio de culivo en presencla de una composicion
sospechada de ser ant-inflamatona y luego se puede medir la expresién de
TNFa

Se prepararon liposomas con un didmetro promedio de 100 £ 20 nm de
acuerdo con los métodos estindar conocidos en el arte y tenlan una
composicién de fosfatidiighcerol 75% (PG) fosfatidiicolna 25% (PC) La
concentracién de la composicidn madre de iposomas era de aproximadamente
40 mM de lipidos y se diluyd hasta obtener las siguientes concentraciones
finales en el ensayo

W



fosfatidiiglicerol (PG) 100 uM

PG 40 uM

PG 10 uM

PG40uM

PG 1puM

Las células U937 se cultvaron mediante crecmiento en medio RPMI
(GIBCO BRL) suplementado con suero fetal bovino (FBS) 10% vy
peniciina/estreptomicina 1% y luego se cultvaron a 37 °C en una atmésfera
que contenla CO2 5% Se sembraron 5 x 10° células en las cavidades de
placas de 6 cavidades y fueron diferenciadas en macréfagos mediante
tratamiento con acetato minstato de forbol (PMA) 150 nM durante 2 3 dias
Después se sushituydé el medio celular por medio completo una vez que las
células U937 se hablan diferenciado en macréfagos Las células se cultivaron
luego durante ofras 24 hs con el fin de minimzar los efectos pleotrdpicos
debidos al tratamiento con PMA

A confinuacién las células fueron sometidas a Incubacién de ia siguiente
manera
Grupo A Solucidn amortiguadora de fosfato salina (PBS) como control

negativo

GrupoB LPS 10 ng/ml como control posihvo
Grupo C  LPS 10 ng/ml + PG 100 uM
GrupoD  LPS 10 ng/ml + PG 40 pM
GrupoE LPS 10 ng/ml + PG 10 uyM
GrupoF LPS 10 ng/ml + PG 40 pM
GrupoG LPS 10ng/mi+ PG 1 uM



Las células se incubaron como se descnbid previamente a 37 °C en CO,
5% Después de 18 hs se recolectaron los sobrenadantes de cada tratamiento
y fueron evaluados por su conterwdo de TNF-a usando el conjunto de
elementos del ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas estandar (ELISA)
Quantikine (R&D systems Minneapolis EE UU )

Resultados

En la FIG 13 se muestra |la cantidad de TNF-a secretada en PG por m|
Los resultados demuestran que las células U837 diferenciadas en macréfagos
expresan hiveles muy bajos de TNF-a bajo condiciones normales Sin
embargo una vez que eran expuestas a LPS secretaban grandes cantidades
de TNF-a hacia el medio circundante lo cual es indicativo de estrés celular La
incubacién de las células con lipcsomas PG inhibe la secrecién de TNF-a de
una manera dependiente de la dosis donde la concentraclén mas alta de 100
pM dio como resultado una disminucion del 88% y acdin la concentracion mas
baja de 1 uM causo una disminucién del 58% en la expresion de TNF-a

Elemplo 13

Con el fin de determinar el efecto de los hposomas PG de la realizacién
prefenda de la presente invencién sobre la funcién endotelal se determiné el
contenido de endotelina 1 (ET-1) en las orejas de ratones sometidos a los
estudios CHS como se descnbié en el Ejemplo 3 La endotelina-1 es un
poderoso agente vasoconstrictor que presenta acciones notrpicas y
mitogénicas modula la homeostasis de sales y agua y cumple una funcion
importante en el mantanimiento del tono vascular y la presién sanguinea
Vanas lineas de evidencia Indican que la ET-1 endégena puede contribuir en la

fisiopatologia de las afecciones asociadas con una vasoconstriccion sostenida
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tal como una insuficiencia cardiaca En la insuficlencia cardiaca se observan
niveles elevados de ET-1 y big ET-1 [proendotelina) en circulacién (Glannessi
D D¢l Ry S vitale RL “The role of endothelins and their receptores in heart
fallure Pharmacol Res 2001 Feb 43 2 111 26) Por consiguiente la ET 1 es
un marcador de la funcién endotelial y un incremento en la produccién de ET-1
en los tejidos es indicativo de una funcion endotelial detenorada

Con el fin de determunar la expresién de ET-1 se recolectaron orejas de
ratdn (oreja derecha estimulada) 24 hs después del estimulo en los
expenmentos CHS Se obtuvieron orejas de los ratones inyectados por via
inframuscular con PBS durante 6 dias (grupo A) y de los ratones inyectados por
via intramuscular con lposomas de PG 75%/PC 25% (600000
liposomas/inyeccidon grupo B) Las orejas se guardaron en RNAlater a —20 °C
hasta la extraccién del ARN Se exirajo el ARN y se generd ADNc usando la
franscnptasa inversa (RT) junto con cebadores especlificos para ET 1 como
control intemo La PCR también se reallzé usando cebadores especificos de p-
actina Los productos de la PCR se resolvieron sobre un gel de agarosa 1 5% y
las bandas de ADN fueron cuantficadas mediante analisis denstométnco Se
calculd la relacién de ET-1/B-actina

Preparacion de la PCR

Mezcla para PCR (ET-1) Mezcla para PCR (B-achina)

5ul de solucibn amortguadora para 5 pl de solucibn amortiguadora para
PCR (10 ) PCR (10 x)

1 5 ul de MgClz (50 mM) 1 5 pl de MgCl. (50 mM)

1 pl de dNTP (10 mM) 1 pl de INTP (10 mM)

0 5 ul de Cebador 1 (25 uM) 1 ul de Cebador 1 (10 uM)
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0 5 ul de Cebador 2 (25 uM) 1 ul de Cebador 2 (10 uM)
025 ul de TAQ 025 ul de TAQ
25 ul de ADNc 2 5 ulde ADNc
38 ul de agua 37 75 ul de agua
50 pl en total 50 pl en total

Cebadores

ET-1(r) 5-CAG CACTTC TTG TCT TTT TGG-3

ET 1(f) 5-CCA AGG AGC TCC AGA AAC AG-3

B-Actine(f) 5 -GTG GGC CGC TCT AGG CAC CAA-3

B-Actina(r) 5 -CTC TTT GAT GTC ACG CAC GAT TTC-3
Ajustes de la PCR

94°C 5 minutos

94 °C 30seg

60 °C 30 seg
Este ciclo se repité por 30 ciclos

72°C 60seg

72 °C 10 minutos

4 °C Embebmiento

Después de 6 inyecciones diarias de los iposomas PG 75% el nivel de
ET-1 habla disminuido en un 36% con relacién a los ratones control que hablan
recibido PBS durante el mismo régimen de inyecciones Los resultados se
muestran gréficamente en la FIG 14 Esta disminucion indica un efecto
benéfico que es ol resultado de la Inyeccién de los iposomas de la realizacion
prefenda de la invencion sobre la funcién endotelial en un paciente mamifero a

través de una reduccion en la inflamacion mediada por Th1
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Ejemplo 14
La molécula de adhesién intercelular 1 (ICAM-1) es una molécula de Ia

superficie celular que es expresada por diversos tipos celulares incluyendo
leucocitos y células endoteliales Estd compromehda ?n la adhesion de los
monocitos a las células endoteliales y cumple una funcién en los procesos
inftamatorios y en el sistema de defensa de! huéasped mediada por células T La
expresion de ICAM-1 probablements contnbuya en las Manifestaciones clinicas
de diversas enfermedades predominantemente porque interfiere con la funcién
inmune normal Entre ellas se pueden mencionar las formas malignas (por
elemplo melanoma y hnfomas) muchos frastomos inflamatonos (por ejemplo
asma y trastomos autoinmunoiégicos) ateroesclerosis isquemia algunos
trastornos neurolégicos y transplante de drganos alogénicos (Van de Stolpe A,
van der Saag PT Intercellular adhesion molecule-1 J Mol Med (1996) 74 1
13-33)

Les células endoteliales de la vena umbiical humana (HUVEC)
consttuyen una linea ceiular primana de células endoteliales que se alslan de
la vena del cordén umbilical de la siguiente manera

Se prepararon frascos T75 por recubnmiento con gelabna 02% (5-7
mlfrasco) por un minimo de 15/20 minutos o durante la noche Después se
eliminé el exceso EI corddon umbilical se roci6 con etanol 70% antes del
procedmmiento y se recortd toda porcién de placenta que ain permanecia unida
al cordbn A contnuacidn el cordén se cortd hasta una longtud de
aproximadamente 5-8 pulgadas El cordén tiene dos artenas que son de pared
gruesa y una vena que es mas grande y de pared deigada Se localiz6 la vena

y luego se introdujo el borde aserrado de un tapén en la misma Luego se



uthzaron aproxamadamente 20 cm de hilo para atar el cordén sobre el tapon
A contnuacién el cordon se lavd vanas veces con solucin
amortiguadora de fosfato salina (PBS) hasta que el PBS salla trasilicido A
contnuacién se introdujeron 15-20 mi de solucién de colagenasa en el corddn
se envolvid en papel metalizado y se incub6 todo durante 15 minutos a 37 °C
Después de la incubacidn se recortd el extremo atado del cordén y se drend la
colagenasa en un tubo de 50 ml Después la colagenasa se volvié a pasar
fravés del corddén se maripuleo al cordon con el fin de desprender las células
endoteliales y luego se pasé PBS por el cordon y se recolectd en el mismo tubo
que contenia la solucion de colagenasa Esta solucién se ceninfugé a 1600
RPM se retiré el sobrenadante y el pelet se volvié a suspender en 10 12 ml de
medio completo M189 Finaimente el medio que contenfa las células se
introdujo en los frascos gelatinizados
Se prepararon liposomas con un didmetro promedio de 100 + 20 nm de
acuerdo con los métodos estdndar conocidos en el arte y con una composicion
de fosfatidiigiicerol (PG) 75% fosfatidiicolina (PC) 25% La concentracién de ia
composicion madre de liposomas era de 40 mM de lipidos y se diluyd hasta
100 uM en el ensayo
Las HUVEC se separaron en vanos frascos para cultivo de tejidos se
dejé que se adhirieran a la superficie de los frascos y luego se trataron de la
siguiente manera
Grupo A PBS como control negativo
Grupo B LPS 500 ng/ml como control posiivo
Grupo C LPS 500 ng/ml + PG 100 uM
Grupo D LPS 500 ng/mi + PC 100 uM

£
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Las células se incubaron a 37 °C CO: 5% Después de 18 hs se
recolectaron los sobrenadantes de cada tratamiento y se evalué el contenido
de ET-1 usando un conjunto de elementos estdndar para ELISA (obtenido de
Assay Designs) y las células se cosecharon para analizar la ICAM-1 de la
sigwente manera

Las células se lavaron primero con PBS y luego se incubaron con una
solucién amortiguadora de disociacién de células a 37 °C durante 25-30 min A
contnuacién las células se lavaron por centnfugacion y se incubaron con un
anticuerpo ant-CD54 (ICAM-1) durante 30 minutos Luego se agregé un
anticuerpo secundano FITC y se incubd con las células igual que antes
Finaimente las células se resuspendieron en 1 ml de PBS y se analizd el
contenldo de fluorescencia con un citémetro de flujo

Resuitados

Los resultados se muestran en la FIG 15 una representacién grédfica del
porcentaje de células de coloracién posiiva para ICAM-1 en los respectivos
cultivos Cabe destacar que la cantidad de céiulas de coloracién positiva en el
cultvo que conbene liposomas PG se habla reducido al nivel del control
negativo y era mucho menor que el nivel del control positivo

Elemplo 16

Se cultivaron células microglales (macréfagos de cerebro) y se midié la
secrecion de TNF-a una citoquina inflamatona Las células fueron estmuladas
con la nmunoglobulina (IgG) de pacientes que padeclan ALS y como resultado
de ello la secrecion de TNF-a aumenté aproximadamente en 800 veces
Cuando las mismas células eran culivadas en presencia de IgG ALS y de

liposomas PG [a secrecién de TNF-a disminuyé aproximadaments en un 75%
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indicativo del potencial de las realizaciones prefendas de la presente invencién
en el tratamiento de ALS Los resultados se muestran en la FIG 16



REIVINDICACIONES

1 Una composicion de matenal capaz de producrr una respuesta ant-
inflamatoria /n vivo en un mamliferc CARACTERIZADA PORQUE comprende
cuerpos de inclusidn aceptables para uso farmacéutico de un tamafio que
comprende ente 20 nandmetros (nm) y 500 micrémetros (um)
aproximadamente que comprenden una pluralidad de grupos glicerol-fosfato o
grupos que se pueden converbr a su vez en grupos ghcerol-fosfato

2 La composicién acorde con la cldusula 1 CARACTERIZADA PORQUE
los cuerpos de inclusién son hposomas

3 La composicion acorde con la cldusula 2 CARACTERIZADA PORQUE
dicha composiclén estd esenciaimente libre de enbdades no lipldicas
aceptables para uso farmacéutico

4 La composicién acorde con la cldusula 2 CARACTERIZADA PORQUE
dicha composicién estd ibre de entdades no lipidicas aceptables para uso
farmacéutco

5 La composicidn acorde con |a cléusula 2 3 6 4 CARACTERIZADA
PORQUE los lipcsomas comprenden entre 60 y 100% aproximadamente de
fosfatdiighcerol (PG)

6 La composicién acorde con la cldusula 5 CARACTERIZADA PORQUE
los liposomas comprenden entre un 70% - 90% aproximadamente de
fosfatidiighcerol

7 La composicién acorde con la cldusula 5 6 6 CARACTERIZADA
PORQUE el resto del liposoma comprende fosfatdilcolina

8 La composicién acorde con cualquera de las clausulas 2-7
CARACTERIZADA PORQUE los iposomas tenen un tamafio entre 50-500

\\&{b A



nandémefros aproximadamente

9 La composicién acorde con la cldusula 8 CARACTERIZADA PORQUE
los iposomas tienen un tamafo entre 80—-120 nanémetros aproximadamente

10 Un método de firatamento de un trastomo mediado por el
funcionamiento de células T CARACTERIZADO PORQUE comprende la
administracién a un paciente mamifero de una cantdad eficaz de cuerpos de
inclusiébn que transportan una cantdad eficaz de grupos ghcerol-fosfato para
inhibir y/o reducir el avance de dicho trastomo mediado por el funcionamiento
de células T

11 Un método para el ftratamiento de un trastorno inflamatono
CARACTERIZADO PORQUE comprende la administracién a un paciente de
una canbhdad eficaz de cuerpos de Iinclusién que fransportan una cantdad
eficaz de grupos glicerol-fosfato para inhibir y/o reducir el avance de dicho
trastomno inflamatono

12  Un método para el tratamiento de un trastomo de la funcidn endécnna
CARACTERIZADO PORQUE comprende la administracién a un pacients
mamifero de una cantidad eficaz de cuerpos de Inclusién que transportan una
cantidad eficaz de grupcs glicerol-fosfato para imhibir y/o reducir el avance de
dicho trastomo de la funcién endécnna

13 Un método para el tratamento de un trastomo nmunolégico
caracterizado por la expresion Inaproplada de citoquinas CARACTERIZADOQ
PORQUE comprende la administracién a un paciente mamifero de una
cantidad eficaz de cuerpos de inclusidn que transportan una cantidad eficaz de
grupos glicerol-fosfato para inhibir y/o reducir el avance de dicho trastomo de la
funcién endécnna



14  Un método para el tratamiento o la profilaxis de un trastomo cardiaco en
mamiferos cuya presencia 0 suscephbiidad a la miema es detectable por
observaci6n de un intervalo QT-c prolongado en el electrocardiograma del
paclente  CARACTERIZADO PORQUE comprende la administracién a un
paciente mamlifero que padece o que es susceptble de padecer un trastomno
cardiaco de mamiferos de una composicién farmacéutica que comprende
cuerpos de inclusién aceptables para usc farmacéutico y un vehiculo aceptable
para uso farmacéutico donde la superficie de dichos cuerpos de inclusién
transportan como componente principal grupos glicerol-fosfato

15 El método acorde con cualquera de las cldusulas 10-14
CARACTERIZADO PORQUE los grupos ghcerol-fosfato comprenden entre un
60 y 100% aproxamadamente de grupos sobre dichos cuerpos de inclusién

16  El método acorde con la clausula 15 CARACTERIZADO PORQUE los
grupos glicerol fosfato comprenden un 70-90% aproxamadamente de los grupos
sobre dichos cuerpos de inclusién

17 El método de cuaiquiera de las cldusuias 10-16 CARACTERIZADO
PORQUE los cuerpos de inclusién estdn esenciaimente libres de entdades no
lipldicas aceptables para uso farmacéutico

18 El método de cualiquiera de las cldusulas 10-17 CARACTERIZADO
PORQUE los cuerpos de inclusidn estdn libres de entidades no lipidicas
aceptables para uso farmacéutico

19 El método de cualquiera de las cldusulas 10-18 CARACTERIZADO
PORQUE los grupos restantes comprenden fosfahdilcolina

20 Una composicion farmacéutica en forma de dosificacién untana para
administrar a un paciente mamifero CARACTERIZADA PORQUE comprende



cuerpos de inclusién aceptables para uso farmacéutico y un vehiculo aceptable
para uso farmacéuhco donde al menoa una porcién de los cuerpos de inclusion
tienen un tamafio en el rango entre 20 nm y 500 um aproximadamente y donde
las superficies de dichos cuerpos de inclusidn comprenden grupos glicerol-
fosfato o grupos que se pueden convertir a su vez en grupos glicerol-fosfato
donde dicha dosificacién unitana comprende entre aproximadamente 500 y
aproximadamente 2 5 x 10° cuerpos de inclusién

21 La composicién farmacéubca de la clausula 20 CARACTERIZADA
PORQUE los cuerpos de inclusién son iposomas

22 La composicion farmacéutca de la cldusula 21 CARACTERIZADA
PORQUE la composicién estd esenciaimente bre de enthdades no hpldicas
acaptables para uso farmacéutico

23 La composicion farmacéubca de la clausula 21 CARACTERIZADA
PORQUE la composicién estd ibre de entidades no lipidicas aceptables para
uso farmacéuhco

24 La composicidn farmacéutica de [a cldusula 21 22 ¢ 23
CARACTERIZADA PORQUE los iposomas comprenden grupos glicerol-fosfato
que comprenden entre un 60 y 100% aproximadamente de fosfatdilglicerol
PG

25 La composicsdn farmacéutca de la cldusula 24 CARACTERIZADA
PORQUE los iposomas comprenden un 70-80% de PG

26 La composicibn farmacéuhca de la cldusula 25 CARACTERIZADA
PORQUE el resto del liposoma es fosfatdiicolina

27 El uso en la preparacién de un medicamento para el fratamiento de un

trastomo inflamatono un trastomo inmunoldgico un trastomo mediado por

W\
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células T un trastorno de la funcidn endécnna un frastomo neurodegenerativo
o un trastono neuroinflamatono en un paciente mamifero CARACTERIZADO

PORQUE es para la composicién farmacéutica reivindicada en cualquiera de
las cldusulas 20-26



CUERPOS DE INCLUSION QUE TRANSPORTAN GLICEROL-FOSFATO
ACEPTABLES PARA USO FARMACEUTICO
RESUMEN

Composiclones sintéhcas y semi-sintéticas tndimensionales que
presentan actividad biolégica y usos de las mismas en el tratamiento y/o la
profilaxis de numerosos trastomos en pacientes mamiferos Mas
particularmente se relaciona con preparaciones y usos de cuerpos de inclusién
sintéhcos y semi-sintétcos tal como lposomas que después de su
infroduccién en el cuerpo de un paciente produce efectos benéficos ant-
inflamatonos protector de 6rganos e iInmunoreguladores La invencion también
se relaciona con fratamientos y composiciones para aliviar enfermedades

inflamatonas y autoinmunes y los sintomas de !os mismos



TEXTO DE LAS FIGURAS

INGLES ESPANOL

FIGURA 1
Ear swelling Hinchazdn de la oreja
FIGURA 2
Net Ear Swelling (x102 mm) Hinchazén neta de la oreja (x10™ mm
FIGURA 3
Net Ear Swelling (x102 mm) Hinchezén neta de la oreja (x102 mm
FIGURA 4
Net Ear Swelling (x102 mm) Hinchazén neta de la oreja (x102 mm
FIGURA §
Net Ear Swelling (x102 mm) Hinchazén neta de la oreja (x10? mm
FIGURA 8
Net Ear Swelling (x10 mm) Hinchazén neta de [a oreja (x10* mm
FIGURA 7
Net Ear Swelling (x102 mm) Hinchazén neta de la oreja (x10™ mm

IGURA 8
Net Ear Swelling (x102 mm) Hinchazén neta de la oreja (x102 mm
FIGURA 9

LTP (EPSP siope) in perforant path
granule cell synapses - effect of PG

LTP (pendlente EPSP) en las sinapsis
de células granulosas-via perforante —
efecto de PG

Epsp Slope (%) Pendiente Epsp (%)
Time (min) Tiempo (min)




FIGURA 10

LTP (EPSP slope) in perforant path-
granule cell synapses — 40-45 min

LTP (pendiente EPSP) en las sinapsis
de células granulosas-via perforante

t HFS 40-45 min después de HFS
Epsp Slope (% change) Pendiente Epsp (cambio %)
Saline Salina

Data expressed as means with standar

Datos expresados como la media con

eIrTors errores estandar

*p<0 05 Student's t-test *p<0,05 segcn la prueba t de Student

FIGURA 11

L4 concentration in Hippocampus Concentracion de IL4 en el
hipocampo

Saline Salina

Data expressed as means with standar

Datos expresados como la media con

errors errores estandar

*p<0 05 Student’s t-test *p<0,05 segtn la prueba t de Student
FIGURA 12

IL-18 concentraton iIn single cell{Concentracion de IL-1R en una
suspension suspensién de células indviduales

Values are expressed as the mean

Los valores estdn expresados como la

with standar error media con el error estdndar
*p<D 05 Student's t-test *p<0,05 segtin la prueba t de Student
FIGURA 14

ET 1 n the Challenged Mouse Ear

ET-1 en la oreja de ratén estimulada

Relative RNAm of ET 1 (ET 1/b-Actin}

ARNm relativo de ET-1 (ET 1/b-actina)
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Fl 18

% Positive Cells

% de células positivas
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ordarunder 35U 3 C 181 the Meenses may foreign file the applice’lon puratent o 37 CFR = 45{b)
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FORMATO DE DIGITALIZACION ﬁ -
RELACION DE ANEXOS Fasholixainstt
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1 Icn
2 |DVD
3 |REVISTA
4 |LUBRO
8 |PERIODICO
8 |DISQUETES
T |SOBRE DE MANILA 7 o L
8 |SOBRE BLANCO TAMANRO CARTA
9§ |SOBRE BLANCO TAMANO OFICIO
10 |OTROS.
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REQUISITOS NECESARIOS PARA PRESENTAGION Y AGILIZACION DEL

TRAMITE

MODELO DE UTILIDAD () (

|mln:l6n de que 32 solicita la concesidn de una patents
Dafos de identificacion del soficitants o de la persona que se presenta la sollciiud, )

et St N N S

- Descripcion de fa invenciin > {)

M:".ugn Dibujos de serastos pertinenfes. P {)

< petd’  Comprobante de Pago'ds las tasas establecidas.

=% ‘:‘t'— -

'ia{i COMPLETA {( ) INCOMPLETA ( ) ()

DISENO INDUSTRIAL ( )

Indicaclén de que se sollcita el registro de Disefio Industrial () {)
Datos de Identificacién del solicitante o dela personaqus presenta () ()
la solicifud

Representaaln griflca o fotogréfica del Disefio Induetrial o muestra del

Matarial que Incorpora el dissfio () ()
Comprobante de pago de las tasas establecidas () ()
COMPLETA () INCOMPLETA () ()

ESQUEMADETRAZADO ( )

- Indlcaclén de que solicla el reglstro de un Esquema de trazado () ()
- Datos de Identlilcacion del solcitante o de la persona que presenta

La sollcitud () ()
Representacion gréfica del ecquema de trazado () ()
Comprobante de pago de Igg fasag e {) ()

COMPLETA () ()
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Doctor(a) OficoN® wobYl
DILIA MARIA RODRIGUEZ
Apoderado
VASOGEN IRELAND LIMITED
ASUNTO
Radicacidn N° 04-75074
Solicitud intemacional PCT/IB03/00534
Fecha inicio fase nacional 2004-08-21
Tramite 011
Evento 379
Actuacion 430
Folios 001

Como resultado del examen de forma realizado con fundamento en el articulo 38
de la Decision 486 de la Comision de la Comunidad Andina articulo 27 del
Tratado de Cooperacidn en Matena de Patentes (PCT) regla 51 bis del
Reglamento y Circular Unica de la Supenntendencia de Industna y Comercio se le
comunica que

» La solicitud no contiene copia del documento en que consta la cesidon del
derecho de patente del inventor al solicitante o0 a su causante (Art 26-k)
Decision 486)

« La solicitud no contiene el poder debidamente otorgado con el lieno de
requisitos exigidos por los articulos 63 y subsiguientes del Cédigo de
Procedimiento Civil Adicionalmente deberé presentar el documento que
acredita la existencia y representacion legal de la sociedad solicitante
cuando éste fuere una persona juridica

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisién 486 se le
requiere para que dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de
notificacién del presente oficio complete los requisitos anteriormente enunciados
En caso de no dar cumplimiento al presente requenmiento la solicitud se
considerara abandonada y perdera su prelacion

forme a lo dispuesto en el numeral 5 2 Iteral )
o pnmero de la Circular Unica N° 10 de 2001

Notifilquese el presente
del capltulo quinto del

ALIX CARMENZA QESPEDES DE VERGEL
Jefe de la Division de Nuevas Creaciones

El antenor requenmiento fue notficado por fijacidbn en lista de fecha
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