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O
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Eve 378 FASENACIONALI

Fecha: 201 ()‘06-08__ 16:08:12
I'ra. 11 PATENTEIYI

Act. 411 PRESENTAZION  Folios: 106 ) _,/
FORMULARIO UNICO DY _ L o v rARTENTE
PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL
‘ SOLICITUD DE:
@ Patente de Invencion. [] Patente de Modelo de Utitidad.
Capitulo . [ capitulo 11.
Nombre: OTSUKA PHARMACEUTICAL IDENTIFICACION
CO., LTD. y HIROFUMI TAKEUCHI : D
SOLICITANTE sociedad constituida y existente bajo las] C.C. ] NIT
leyes de Japdn y ciudadano Japonés, CE D Otro D
(71) respectivamente. o '
Cual
Direccion: 9 Kanda-Tsukasamachi .
- 2-chome, Chiyoda-ku, Numero —
Tokyo 1018535,
Japon
b
¢/o Gifu Pharmaceutical
University,
5-6-1, Mitahorahigashi,
Gifu-shi, Gifu 5028585,
Japén
Domicilio: Tokio,
Japodn
y
Gifu,
Japan
@ Nombre: LUZ CLEMENCIA DE PAEZ IDENTIFICACION
Direccion: Carrera 4% No. 72-35 cc NIT L]
: Tetéfono: 347 36 11
REPRESENTANTE| .. CE. ] oo U
O APODERADO Fax: 211 86 50
E-mail: clientes@cavelier.com Cual
Domicifio: Bogota, Colombia. Nimero 35.456.344 T.P 23,555
1. Hirofumi TAKEUCH]I 2, Yuichi TOZUKA
@ c¢/o Gifu Pharmaceutical University, c¢/o Gifu Pharmaceuticai University,
5-6-1 Mitahorahigashi, 5-6-1 Mitahorahigashi,
INVENTOR (ES Gifu-shi, Gifu-shi,
5 (ES) Gifu 5028585, Gifu 5028585,
(72) Japén Japa
pén
3. Yasuyuki HIRA 4. Hidekazu TOYOBUKU
clo Gifu Pharmaceutical University, c/o Otsuka Pharmaceutical Co., Lid.,
5-6-1 Mitahorahigashi, 1-7-1 Dashomachi,
Gifu-shi, Chuo-ku,
Gifu 5028585, Osaka-shi,
Japdn Osaka 5410045,
Japon

@ PCT (86)

Solicitud Internacional No. PCT/JP2008/070642 Fecha: 6 de noviembre de 2008
Publicacion Internacional No. WO 2009/061003 A2 Fecha: 14 de mayo de 2009




CAVELIER AROGADD

COLD A7Z237-841-002-4 ID-172425
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Titulo (54)

COMPLEJO DE ACIDO NUCLEICO Y COMPOSICION DE SUMINISTRO DE ACIDOS
NUCLEICOS

@ Clasificacidn Internacional {51) A61K 009/127

Prioridad | (33) Pais de Origen (32) Fecha (31) Numero de Soilicitud

siB nold JP 8 de noviembre de 2007 2007-291317

Comprobante de pago No.: 10-40,445 Fecha: 19 de mayo de 2010
Comprobante de pago No.: 10-40,442 Fecha: 19 de mayo de 2010

¥ OO0 0000 EREO0E X Hne|@

Anexos:

Comprobante de pago de |a tasa de presentacion de la solicitud per $-554.000.00.

Comprobante de pago por 5 reivindicaciones adicionales después de la décima reivindicacidn
por $130.000.00.

Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona
juridica.
Poderes, si fuere el caso.

Documento de cesion del inventor al solicitante o a su causante.

Declaraciones.
Copia de la solicitud internacional. {(Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)

Traduccion de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcién, reivindicaciones,
dibujos)

Copia del examen preliminar efectuado por fa [PEA.
Traduccidn del examen preliminar efectuado por la IPEA.

De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacion de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.

De ser el caso, certificado de deposito del material bioidgico.
Arte final 12x12

De ser el caso, informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el

extranjero por el mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con Ia invencidn
de esta solicitud.

Otros: VER HOJA DE DOCUMENTOS ANEXOS

it

o
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@ | FIGURA CARACTERISTICA

@ Solicito la concesion de la patente,

NOMBRE: LUZ CLEMENCIA DE PAEZ

FIRMA : Vet (Plormena \éb@g’éi

C.C. 35.456.344 de Usaquén T.P. 23.555
JGG :
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DOCUNMENTOS ANEXOS

1. Publicacion Internacional WO 2009/061003 A2 !

Descripcidn:
Paginas 28 en el idioma original
Paginas 36 en espafol
Reivindicaciones: Numero (s) 15

Figuras: Ndimero (s) 3

2. Forma PCT/ISA/210. Informe de Blusqueda Internacional.

3. Forma PCT/ISA/237. Opinidon Escrita De La Administracion Encargada De La Busqueda

' . Internacional.

4. Listado de Secuencias.

5, Extracto de publicacién.

° NO SE REALIZARON MODIFICACIONES EN LA
FASE INTERNACIONAL
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Repreécnlaéi()n y Poder con autenticacion notarial y Apostille

para patentes, modelos de utilidad, discfios industriales,
marcas de fibrica, nombres comerciales, enseiias, nombres
de dominio, lemas comerciales, licencias.

Representation and Power-of- Attorncy with notarial
authentication and Apostille for patents, utility models,
industrial designs, trademarks, commercial -names, f{rade

emblems, domain names, slogans, licenses.

REPRESENTACION Y PODER

REPRESENTATION AND POWER- OF- ATTORNEY

Yo (nbsotros), abajo firmado (s)/I (we), the undersigned

OTSUKA PHARMACEUTICAL CO.,. LTD,

domiciliado (s) en/of 9, Kanda-Tsukasamachi 2-chome,. -

~ Chiyoda-ku, Tokyo_ 018535, Japan

por ¢l presente nombramos a LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa. 23555,
DANIEL PENA, tpa 65620 y GERMAN MARIN, tpa. 64239,
domiciliados en la Carrera 4° N° 72_35, Bogot_e’x, Coloinbia, en
obedecimiento a lo dispucsto en el parsgrafo lo del Artlculo 543 del
Cédigo de -Comercio, el primero como principal y los deméis como
suplentes, en su orden, como mis (nuestros) representantes en todos los
asuntos de propiedad industrial con facultad para recibir notificaciones y
nombrar apederados judiciales o extrajudiciales. El primer representante
plente reemplazard. al principal en case de ausencia o impedimento
‘nporal o definitivo de aquél. La misma regla se aplicard cuando el
segundo representante suplente haya de reemplazar al primero, o el
tercero al segundo. En tales casos, el representante principal, o el
primero, o segundo suplente, en su caso, o ambos, declerarin su
intencion de no ejercer la representacion mediante declaracién
autenticada por Notario Publico en Colombia, o por Netario u otro
Funcionaric Publico, o Cénsul de Colombia, en el. extranjero; y si s¢
tratare de impedimento, con el certificado respectivo. Si aiguno de los
nombrados faltare definitivamente, el sigui'ente tomaré su lugar. Cuando
cesare la ausencia o impedimento del representante principal, o de su
primero o segundo suplentes, cn su caso, podran ejercer la
representacidn, en su orden, uno u otros segin el caso, asumiéndola por
el solo hecho de ejercerla, cesando en ese momento ¢l ¢jercicio de la

representacién por el primero, segundo o tercer suplente en su caso.

Ademas, confiero (conferimos) poder a los abogados arriba nombrados,
para obtener la proteccidn de mi (nuestra) propiedad industrial y contra
la competencia desleal, a cuyo efecto autorizo {amos) a los dichos
apoderados para que me (nos) representen ante cualesquiera entidades o
Qrsonas, ejerzan o no jurisdiccién, especialmente ante las del orden
ministrativo, contencioso_administrativo y judicial, asl como los
tribunales de arbitramento, en todo lo concerniente a los siguientes
asuntos: a) Obtencidn de patentes de invencidn, modelos de utilidad, y

disefios industriales; el registro de marcas dc fibrica, colectivas,

defensivas, nombres comerciales,

de servicio, lemas comerciales,
enseflas, nombres de dominio, variedades vegetales y denominaciones de
origen; su renovacién, traspaso, cambio de nombre o domicilio,

cancelacién voluntaria; y el registro de licencias de uso de esos derechos;

© CAVELIER ABOGADOS
WPPODEQL-179 (MINUTA 12.1.1.2.5)

in due compliance with the terms of paragraph ist. of article 543 of the
Commercial Code, do hereby appoint LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa.
23555, DANIEL PENA, tpa. 65620 and GERMAN MARIN, tpa. 64239,
domiciled at Carrera 4° N® 72_35, Bogota, Colombia, the first as principal
and the others as alternates, in the order of their appointment, as our
representatives for all industrial property matters with faculty to receive
notifications and to appoint attorneys in and out of Court. The first
alternate shall replace the principal in case of his absence or of temporal
or definitive impediment. The same rule will apply when the sccond
alternate representative is to replace the first one, or when the third is to
replace the first or second alternates in their turn, or both of them, second.
In such cases, the principal representative, or the first or second altemates
in their turn, or both of them, shall state their intention not to act as
representatives through a declaration given before a Notary Public in

Colombia, or before a Notary or another Public Official or a Colombian

Consul abroad; and in case of impediment, the appropriate certificate
shall suffice. If any of the appointees were {o be dcﬁnitc]y absent, the
following alternate shall take his place. When the absence or impediment
of the principal representative, or of the first or second alternate in their
turn ceascs, the representation can be taken again in their sequence, by the
principal, the first or second alternate depending on case, and the mere
fact or its exercise will suffice. The exercise of the representation by the
first, second or third alternates in their turn shall end at such time.

In addition, we prant a Power of Attomey in favor of the above..named
attorneys—at-law so that they may obtain the protection of my (our)
industrial property and against the unlair competition, for which purpose [
(we) authorize the said attorneys to represent me {us) before any
awthorities or persons, with or without jurisdiction, specially those
administrative, administrative contentious and judicial, as well as before
Arbitration Court, in all matters concerning the following: a) Obtainment
of patents, utility models and industrial designs; the regisiration of
trademarks, collective, defensive and service marks, slogans, commercial
names, irade domain

emblems,

names, vegetal varieties and

denominations of origin; its renewal, assignment, change of name or
domicile, vuluntary canccllatlon and the registration of licenses of use of

) 40
342




b) Las acciones de competencia desleal, proteccion del consumidor,
oposiciones u observaciones, cancelacidn administrative y judicial,
nulidad, medidas cautelares, concesion de licencias, la tutela, la
proteccion de secretos industriales, y en general los juicios civiles,
penales, administrativos o contencioso: administrativos relacionados con
estos derechos, acciones y procesgs que promovamos © se nos
promuevan. Y para que en todos los asuntos arriba  determinados,
puedan susttuir este mandato, transigir, conciliar, admitir los hechos del
proceso, desistir, cancelar, recibir, renunciar, y ratificar los actos de
agentes oficiosos.

,consumer, oppositions or observatons,

administrative or Court

" cancellation, nullity, infringement, granting, of licenses, the acticn for writ

mandamus, the protection of trade secrets, and in general the civil, penal,

and administative suits relating to those rights; actions and suits
instituted by me (us) or against me (us). And that in all the above matiers

they may substitute this Power of Attormey, compromise, conciliate, admit

the facts of the case, desisi, cancel, receive, resign, and ratify acts done by

representatives without a power of attorney.

Dado y firmado hoy/Given and signed this 26th of June, 2009

enfin Japan

porby_Yoshio SAMEZAWA, Direclor of Infellectyol Property Depariment

Fima

© CAVELIER ABOGADOS
WPPODEQL-179 (MINUTA 12.1.1.2.5)
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CERTIFICATE

I, the undersigned, hereby certify

that Eiji SAEGUSA, a proxy for Yoshio SAMEZAWA, Director of
Intellectual Property Department of OTSUKA PHARMACEUTICAL co.,
LTD.; has stated in my presénce that Eiji SAEGUSA has acknowledged
as true -the signature of Yoshio SBMEZAWA ~ on the attached
REPRESENTATION AND POWER- OF- ATTORNEY.

that the abovementioned company is a corporation located at

9, Kanda-Tsukasamachi 2-chome, Chiyoda-ku, Tokyo 1018535, Japan;

and was established under the laws'of Japan; as verified by

the certificate - issued by Tokyo District Legal Affairs Bureau.

Dated on this 26th day of June, 2009

Notary
Osaka Legal Affairs Bureau

4 7 of SOSA

N2 HIRANON ACHT 2-CHOME

EHUO-KU, 054KA Japan_ o
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Z EF B 3 A For legalization by the foreign consul in Japan,
this is to certify that the Seal affixed hereto

is genuina. '
Osaka, JUN, 26 2008 ﬁ@ﬁ

%}%2126?3%55 q Official

Ministry of Foreign Affairs. ..
(Consular Serivice Division)

o
7

KEBERE H A A _‘% s AL PN
‘ ' '@v
CERTIFICATE AP AR

This is to certify that the annexed Notarial Certificate has

been executed by Notary,duly authorized and practising in Osaka,

Japan, and that the Official Seal appearing on the same is genuine.

Date  JUN, 2 6. 2009 S
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e EMBAJADA DE COLOMBIA - SECCION CONSULAR
" Tokio, Japdn, JUNIO 30, 2008

v No. 173
- El encargado de las funciones consulares de Colombia

CERTIFICA:

Que el (la} Sefor(a) NORIKO KAWAHITO, quien auloriza el

presente documento , es la persona legalmente facultada para

representar en la fecha sefislada al (a la) MINISTERIO DE

RELACIONES EXTERIORES,JAPON y que la firma y sello que en

el documento aparecen como suyos son las que usa y acostumbra

para sus actos oficiales.

El Encargado de Funciones Consulares no asume responsabilidad

alguna por el contenido del documento.

FCON0 KOTARIA-SEXTA-OEL:CIRCULO:DE aoeom?

\DC'HAGO CONSTAR-GUE LA FOTOCOPLA CO4
ORIGINAL:QUE- HELTENIDO '

BOGOTNDC. nevﬂsucxne Lo

q  JGOE FRANCHCO MAL WA
Sagunca Secretane

o Encamiado cw Funcicree Consulanes
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TRADUCCION OFICIAL No. 08.04/09b realizada por Diego Vargas, Traductor
Oficial, Resolucidén No. 0001 de 1998 del Ministerio de Justicia,

registrado ante el Ministerioc de Relaciones Exteriocres de Colombia.

A continuacién se traducen los sellos y legalizaciones de un
documento mediante el cual OTSUKA PHARMACEUTICAL CO., LTD.,
domiciliéda en 9, Kanda-Tsukasamachi 2Z-chome, Chiyoda-ku, Tokio
1018535, Japénf otorga derechos de representacidén y poder a los
Doctores Luz Clemencia de Paez, 23555; Daniel Pefia, tpa. 65620 vy
German Marin, tpa. 64239, domiciliades en la Carrera 4 No. 72-35,
Bogotd, Colombia.

Dado y firmado el 26 de junio de 2009 en Japdén por Yoshio SAMEZAWA,
Director del Departamento de Propiedad Intelectual.

Firma Firma Tlegible

Registro No. 387 - 2009

CERTIFICADO

Yo, el suscrito, por el presente certifico:
que el sefior Eiji SAEGUSA, apoderado de Yoshio SAMEZAWA,

Director del Departamento de Propiedad Intelectual de OTSUKA

PHARMACEUTTCAL CO., LID

., ha declarado en mi presencia que Eljl

_ ”|g’oqpm?nggAnm§m§m pEen:cFIacuLo-ne RO
SEAGUSA ha reconocido come verdadera la Pp m@;'a‘d‘_ﬁb’g“»s°m°°""‘-

SAMEWAZA en el adjunto documentc de Represe

ke
\ \.‘“!1,1\\

R
‘\\ WY \\\ N

que la anterior compafila es una soc@
Kanda-Tsukasamachi 2-chome, Chiyoda-ku,

fue constituida de conformidad con las leyes de

o ) \\ ,\\,/, -
constata el certificade expedido por la Oficina de ‘%ﬁ ot

de Tokio.

Fechado hoy 26 de junic de 2009
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Firma ilegible
Miyotaro TSUJIMOTO
Notario
oficina de Asuntos Legales de Osaka

Sello: Oficina de Asuntos Legales de Osaka
NOTARIO
1-2 HIRANO-MACHI, 2-CHOME,
CHUO-KU, OSAKA, JAPON

TEXTO EN JAPONES

CERTIFICADO
El presente es para certificar que el Certificado Notarial anexoc
fue suscrito pof un Notario debidamente autorizado y en ejercicio
en Osaka, Japdn y que el sello oficial que aparece en el mismo es

auténtico.

Fecha JUN.-26.2008

Director de la Oficina de Asuntos Legales de Osaka

Se anexa certificacidn No.173 expedida por la Seccidén Consular de la
Embajada de Colombia en Tokio, Japdn con fecha del 30 de junio de 2009

en donde se certifica la firma antericr del sefior NORIKO KAWAHITO como

funcionario del Ministerio de Relaciones Exterlores, Japdn, asi Como
e
el sello que aparece en el documento anexo. G,%@ﬁf, ma- ﬁgﬁm

. . - . [ liu
José Francisco Dlaz:-Ulloa,‘.Segundo Secre

Consulares. Pagados los’ Derechos Consulares
l!’ [RNTIN i .

Legalizacién de- la firma anterior - por

Legallzac1ones en Bogotd D.C. del Ministerio
W

%

Exteridres,c"inumero 016576 con fecha del 3 de agosto™

":un‘) .

Es traduccion fiel-y'completa de la cual se deja copia en esta

. . L ’—"\
oficina para su confrontacién. ;ft;%L, /?,: é%;c,
DVZ\DVZ\ID-155360\WPCLO0O2H\COLO 14055-841~-003~ 3/** :
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179 Representacién y Poder con autenticacion notarial y
Apostille para patentes, modelos de utilidad,
disefios industriales, marcas de fébrica, nombres
comerciales, enseflas, nombres de dominio, lemas
comerciales, licencias.

CAVELIER

ABOGADOS

EDIFICIO SiSKI
CARRERA 4a N* 72-35
BOGOTA, 8 - COLOMBIA

Representation and Power-of- Attorney with notarial
authentication and Apostille for patents, utility
models, industrial designs, trademarks, commercial
names, ftrade emblems, domain names, slogans,
licenses. :

REPRESENTACION Y PODER REPRESENTATION AND POWER- OF- ATTORNEY

Yo {nosotros), abajo firmado (s)/I (we), the undersigned Hirofumi TAKEUCHI
domicilied (s) en/of
7-91, Awanonishi, Gifu-shi, Gifu 5020004, Japan

por el presente nombramos & = LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, in due compliance with the terms of paragraph ist. of article 543 of the

tpa. 23555 DANIEL PENA, tpa 65620 y GERMAN MARIN
-tpa. 64239 domiciliados en la Carrera 4* N°
72-35, Bogotd, Colombia, en obedecimiento a lo dispuesto en el
parigrafo 1o del Articulo 543 del Céddigo de Comercio, el primero como
principat y los demas como suplentes, en su orden, como mis (nuestros)
representantes en todos los asuntos de propiedad industrial con facultad
para recibir notificaciones | y nombrar apoderados judiciales o
extrajudiciales. El primer representante suplente reemplazara al principal
en caso de ausencia o impedimento temporal o definitivo de nquél.‘ La
misma regla se aplicard cuando el segundo representante suplente haya
de reempiazar al primero, o el tercero al segundo. En tales casos, el
representante principal, o el primero, o segundo suplente, en su caso, o
ambos, declararan su intencion de no ejercer ia representacion mediante
declaracién autenticada por Notario Publico en Colombia, o por Notaria
u otro Funcicnario Piblico, o Cénsul de Colombia, en el extranjero; y si
se tratare de impedimento, con el certificado respectivo. Si alguno de los
nombrados faltare definitivamente, el siguiente tomard su lugar. Cuando
cesare la ausencia o impedimento del representante principal, o de su
primero o segundo suplenies, en su caso, podran ejercer la
representacion, en su orden, uno u-otros segun el caso, asumiéndola por
¢l solo hecho de ejercerla, cesando en ese momento el gjercicio de la
representacion por el primero, segundo o tercer suplente en su caso.

Ademds, confiero (conferimos) poder a los abogados arriba nombrades,
para obtener la proteccién de mi (nuestra) propiedad industrial y contra [a
competencia desleal, a"cuyo efecto autorizo (amos) a los dichos
apoderados para que me (nos) representen ante cualesquiera entidades o
personas, ejerzan ¢ no jurisdiccion, especialmente ante las del orden
administrativo, contencioso .administrative y judicial, asi como los
tribunales de arbitramento, en todo lo concernients & los siguientes
asuntos: a) Obtencion de patentes de invencién, modelos de utilidad, y
disefios industriales, el registro de marcas de fibrica, colectivas,
defensivas, de servicio, lemas comerciales, nombres comerciales,
enseitas, nombres de dominio, variedades vegetales y denominaciones de
origen, su renovacién, traspaso, cambio de nombre o domicilio,
cancelacion voluntaria; y el registro de licencias de uso de esos derechos;

© CAVELIER ABOGADOS
WPPODEOL-179 (MINUTA 12.1.1.2.5)

Commercial Code, do hereby appoint’| (j7 CLEMENCIA DE PAEZ,! |
‘tpa. 23555) DANJEL PERA, 1pa.65620 y GERMAN MARIN 1pa. 64230
lomiciled at Carrera 4* N° 72-35,

Bogota, Colombia, the first as pnncnpal and the others as alternates, in the
order of their eppointment, &s our representatives for all industrial
property matters with faculty to receive notifications and to appoint
attorneys in and out of Court. The first alternate shall repiace the principal
in case of his absence or of temporal or definitive impediment. The same
rule will apply when the second alternate representative is to replace the
first one, or when the third is to replace the first or second alternates in
their turn, or both of them, second. In such cases, the principal
representative, or the first or second alternates in their turm, or both of
them, shall state their intention not to act as representatives through s
declaration given before a Notary Public in Colombia, or before a Notary
or another Public Official or a Colombian Consul abroad; and in case of
impediment, the appropriate certificate shall suffice. If any of the
appointees were to be definitely absent, the following alternate shall take
his place. When the absence or impediment of the principal
representative, or of the first or second elternate in their tumn ceases, the
representation can be taken again in their sequence, by the principal, the
first or second alternate depending on case, and the mere fact or its
exercise will suffice. The exercise of the representation by the first,
second or third alternates in their urn shall end at such time.

In addition, we grant a Power of Attorney in favor of the above named
attorneys at law so that they may obtain the protection of my (our)
industrial property and against the unfair competition, for which purpose I
(we} authorize the said attorneys to represent me (us) before any
authorities or persons, with or without jurisdiction, specially those
administrative, administrative contentious and judicial, as well as befare
Arbitration Court, in all matters concerning the following: a) Obtainment
of patents, utility models and industrial designs; the registration of
trademarks, collective, defensive and service marks, slogans, cormmercial
‘names, trade emblems, domain names, vegetal vareties and
denommanons of origin; its renewul assngnment change of name or

ies of use of
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b) Las acciones de competencia desleal, proteccién del consumidor,
oposiciones u observaciones, cencelacién administrativa y judicial,
nulidad, medidas cautelares, concesién de licencias, la tutela, la
proteccién de secretos industriales, y en general los juicios civiles
penales, administrativos o contencioso administrativos relacionados con
estos derechos; acciones y procesos que promovamos o s€ nos
promuevan, Y para que en todos los asuntos arriba determinados,
puedan sustituir este mandato, transigir, conciliar, admitir los hechos def

proceso, desistir, cancelar, recibir, renunciar, y ratificar los actos de

agentes oficiosos.

Dado y firmado hoy/Given and signed this

edministrative or Court

consumer, oppositions or observations,
cancellation, nullity, infringement, granting of licenses, the action for writ

mandamus, the protection of trade secrets, and in general the civil, penal

and administrative suits refating to those rights;, actions and suits
instituted by me (us) or against me {us). And that in afl the above matters
they may substitute this Power of Attomey, compromise, conciliate, admit
the facts of the case, desist, cancel, receive, resign, and ratify acts done by

representatives without a power of attorney.

st of Angust, 2009

enfin Japan

por/by_Hirofurmi TAKEUCH)

Firma .

Ji

© CAVELIER ABOGADOS
WPPODEDI-179 (MINUTA 12.1.1.2.5)
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Registration No. 2% —2 (00 9

CERTIFICATE

I, the undersigned, hereby certify

that Eiji SAEGUSA, a proxy for Hirofumi TAKEUCHI has stated
inmypresence that E1ji SAEGUSA has acknowledged as true the signature

of Hirofumi TAKEUCHI on the attached REPRESENTATION AND POWER
~QF-ATTORNEY ; -

Dated on this 8th day of September, 2009

“ N T . -
/fi;%ZéZZééé’quﬂluamé;
Migdtarc TSUJTIMOTO
Notary
Osaka Legal Affairs Bureau
1-2, Hirano-Machi, 2-Chome
Chuo-ku, Osaka Japan

Osakal e ArrainsBureny
NOTAPR Y,

T ACHL Z-CHOME . g
\(,EIL_.O— KU, 030K Japay -'3¢3::9.1:€§.-¢3§“:""T“"° o
N = 1 84 ORI '

w (1]
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z ik B/ ¥ 5, this is to certify that th¢Seal affaéed h@e@
is genuine.

Osaka, §Ep O 200 24

SF'HEZ 1 E 8 R3Y B Officialf Forcion Affai
57 5% ' © Ministry of Foreign Affairs
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This is to certify that the annexed Notanal
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EMBAJADA DE COLOMBIA - SECCION CONSULAR
Tokio, Japén, SEPTIEMBRE 11, 2009

No. 221
£l encargado de las funciones consulares de Colombia

CERTIFICA:
Que et (la) Sefor{a) NORIKO KAWAHITO, quien autoriza el
presente documento , es la persona legalmente facultada pera
representar en la fecha sefalada al (a la) MINISTERIO DE

RELACIONES EXTERIORES,JAPON y que ia firma y sello que en
gocumento aparecen como suyos son las que usa y acostumbra

2 sus aclos oficiales.
gncargade de Funciones Consulares no asume responsabilidad

na por el contenido del documento.

\}
W
)

\
S

Firma deJEncart

S FRANDSCS MAZRLOA
Secundo Hocietant

Encarfado de Funeiores Consulanes
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TRADUCCION OFICIAL No. 10.29/09 realizada por Diego Vargas, Traductor
Oficial, Resolucidén No. 0001 de 1999 del Ministerio de Justicia vy

registrado ante el Ministerio de Relaciones Exteriores de Colombia.

A continuacidén se traducen los sellos y legalizaciones de un
documento mediante el cual Hirofumi TAKEUCHI, domiciliadec en 7-91,
Awanonishi, Gifu~shi, Gifu 5020006, Japdn, otorga derechos de
Representacidén y Poder a los Doctores LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa.
23555; DANIEL PENA, tpa. 65620 y Germdn Marin, tpa. 64239,
domiciliados en:la Carrera 4 No..72—35, Bogotéd, Colombia.

Dado y firmado el 31 de agosto de 2009 en Japdén por Hirofumi

TAKEUCHTI.

Firma Ilegible

Registro No. 527-2009
CERTIFICADO

Yo, el suscrito, por el presente certifico:
Que Eiji SAEGUSA, un apoderado de Hirofumi TAKEUCHI ha declarado en

mi presencia que Eiji SAEGUSA ha reconocido como auténtica la firma

de Hirofumi TAKEUCHI en el adjunto document de REPRLSENTACION Y

PODER;

5 S
b
n‘ \\‘“:\ \|\ ‘\|
\
\\ ‘\\ N
g = e

Firma ilegible
Miyotaro TSUJIMOTO
Notario

Oficina de Asuntos Legales de
1-2, Hirano-Machi, 2-Chome
Chuo-ku, Osaka, Japdn

’7 < /V"
E"’l.;w VA*
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Texto en Japonés
CERTIFICADO
El presente es para certificar que el anexgﬁCertificado
Notarial ha sido suscrito por un Notario, debidgﬁente autor;ggdp Y
en ejercicio en Osaka, Japdén, y Que el sello Oficial qué}apé;é%e en
el mismo es auténtico. 4
Fecha: SEP.-9-2009 IR

Director“de la Oficina de Asuntos Legales de Osaka

Sello: Para fines de legalizacidén por parte de consul extranjero
S ]
en Japén, por el presente se certifica que el sello anex&éal

presente es auténtico. ' ‘

Osaka, 9 de septiembre de 2009 Firma Ilegible

Funcionario del
Ministerio de Relaciones Exteriores

(Divisidn del Servicio Consular)

Se anexa certificacidén No. 221 del 11 de septiembre de 2009
expedida por la Embajada de Colombia - Seccidn Consular por medio
de la cual se certifica la firma del sefior Noriko Kawahito en el
anterior documento como funcionaric del Ministerio de Relaciones
Exteriores de Japénf Certificacién firmada pq#ﬁ'aéﬁs

Ulloa. Pagados los derechos.codSulares.

Legalizacidén de la firma anterior por

,‘vu

D.C. bajo el n%mefo 001242 con fecha del 30 de octub
w3 .

. (.
. ‘.‘

W
\_’ \\\\\\r i

E S NOTAG

BEs traduccidon fiel y completa de la cual se deja copia €n esta

oficina para su confrontacién.

DVZA\DVZ\ID-160497\WPCLOO2H\COLO 17257-841-001-8
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DTEEG E.
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(57) Abstract: The present invention provides a nucleic acid complex with low loxicity and high safety that can persistently main-
tain a nucleic acid, such as siRNA or the like, in a cell; and a nucleic acid delivery composition that can efficiently deliver the
nucleic acid complex into a cell. A nucleic acid complex with low toxicity and high safety that can persistently maintain a nucleic
deid in a cell can be obtained by forming a complex using a nucleic acid to be introduced into a cell, and a highly branched cyclic
dextrin. Morcover, when a carriesr comprising (A) a diacylphosphatidylcholine, (B) cholestero) and/or a derivative thereof, and ()
an aliphatic primary amine is used as a nucleic acid delivery carrier 10 introduce the nucleic acid complex inlo a cell, the safety, the
efficiency of intracellular delivery, and the persistence of the nueleic acid in the cell can be further improved.
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DESCRIPTION
NUCLEIC ACID COMPLEX AND NUCLEIC ACID DELIVERY COMPOSITION

TECHNICAL FIELD .
The present invention relates to a nucleic acid complex
that can persistently reside in a cell and has low toxicity and

high safety, and a composition for nucleic acid delivery.

BACKGROUND ART _

With recent developments in biotechnology, a variety of
nucleic acids exhibiting physiologically active fuhctions in
cells have been discovered. For example, it is known that siRNA
(small interfering RNA} causes the degradation of the mRNA of a
target gene in a cell, and interferes with the expression of the

target gene (RNA interference). The inhibitory function on target

" gene expression due to such RNA interference is useful for the

mitigation or treatment of disease symptoms caused by the
abnormal expression of specific genes or gene clusters, and the
development of therapeutic agents using siRNA is expected.
However, since nucleic acids are water-soluble macromolecules
having a negative charge, they have extremely low intracellular
gene delivery efficiencies, resulting in inefficient therapeutic
effects under gene therapies including siRNA therapies.

Use of a carrier (vector) has been known to efficiently
deliver genes into cells. Vectors include viral vectors and non-
viral vectors. Viral vectors have high nucleic acid introduction
efficiency; howeverf there are various unknown safety aspects
including pathogenicity, immunogenicity and cytotoxicity.
Therefore, the use of non-viral vectors is desired for clinical
applications. _

Examples of non-viral vectors include Lipofectamine
™2000, which is already commercially available. Further, a
cationic lipid with a specific structure (see, Patent Document 1),

and a composition (see, Patent Document 2) containing an
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amphiphilic compound and a polycation have been reported.
Intracellular nucleic acid delivery using a non-viral vector is
conducted by first mixing the nucleic acid to be delivered with
the non-viral vector to form a complex, and then bringing the
complex into contact with the target cell. When a non-viral
vector can form a liposome, the vector is incorporated into a
cell with a nucleic acid enveloped in the liposome, thereby
conducting intracellular nucleic acid delivery.

Nucleic acids such as siRNA, however, have the specific
features of poor stability and a strong electric charge.
Therefore, the nucleic acid has problematically reduced stability
when mi?ed with a non-viral vector, inhibiting continuous nucleic
acid introduction into a cell. Though an example in which a
nucleic acid is entrapped in a liposome by forming a complex of
the siRNA and the cationic polymer has been known (see, Non-
patent Document 1), it is not usable in practice in view of the
cytotoxicity of the cationic polymer. Further, even when a stable
complex can be formed using a known non-viral vector and a
nucleic acid, the complex may have low intracellular delivery
ability or may be rapidly delivered into a cell. Therefore, such
known non-viral vectors cannot persistently maintain the nucleic
acid in the cell; which fails to keep the desired effects
obtained by the nucleic acid.

In light of the prior art, the development of
techniques for efficiently delivering a nucleic acid (e.gq.,
siRNA) into a cell and for persistently maintaining the nucleic
acid with low toxicity and high safety has been desired.

Patent Document 1: Japanese Unexamined Patent Publication No.
2002~-529439
Patent Document 2: Japanese Unexamined Patent Publication No.
2005-508394

‘Non-patent Document 1: Kentaro Kogure et al., Development of a

non-viral-multifunctional-envelope-type nanc device by a novel
lipid film hydration method, J. Control. Release, 98 (2004) 317-
323
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DISCIOSURE OF THE INVENTION
PROBLEMS TO BE:SOLVED BY THE INVENTION

.An object of the present invention is to solve the
problems of the prior art. Specifically, an object of the present
invention is to provide a nucleic acid complex with low toxicity
and high safety that can persistently maintain a nucleic acid,
such as siRNA or the like, in a cell; and a nucleic acid delivery
composition that can efficiently deliver the nucleic acid complex
into a cell. BAnother object of the present invention is to
provide a pharmaceutical composition comprising a nucleic acid
delivery composition, and a method for delivering a nucleic acid
into a cell by bringing a nucleic acid delivery composition into

contact with the cell.

MEANS FOR SOLVING THE PROBLEMS

The present inventors conducted extensive research to
solve the above problems, and found that a nucleic acid complex
with low toxicity and high safety that can persistently maintain
a nucleic acid in a cell can be obtained by forming a complex
using the nucleic acid to be introduced into the cell and a
highly branched cyclic dextrin. The present inventors further
found that the safety, effectiveness of intracellular delivery,
and intracellular persistence of a nucleic acid can be further

improved by using, as a nucleic acid delivery carrier for

Aintroducing the nucleic acid complex into a cell, a carrier

comprising (A) a diacylphosphatidylcholine, (B) cholesterol
and/or a derivative thereof, and (C) an aliphatic primary amine.
The present invention was accomplished by conducting further
research based on these findings. |

The present invention provides the following items:

Item 1. A nucleic acid complex comprising a nucleic
acid and a highly branched cyclic dextrin.

Item 2. The nucleic acid complex according to Item 1,

wherein the amount of the highly branched cyclic dextrin is 1 to
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4000 parts by weight per part by weight of the nucleic acid.

Item 3. The nucleic acid complex according to Item 1 or
2, wherein the nucleic acid is siRNA.

Item 4. The nucleic acid complex accordiﬁg to any one
of ITtems 1 to 3, wherein the highly branched cyclic dextrin is a
glucan with a degree of polymerization of 50 to 5000 -having an
inner branched cyclic structure portion formed from a-1,4-

glucoside bonds and at least one a-1,6-glucoside bond, and an

outer branched structure portion bound to the inner branched
cyclic structure portion.

Item 5. The nucleic acid complex according to any one
of Items 1 to 4, which is an aggregate obtained by mixing a
nucleic acid with a highly branched cyclic dextrin in an aqueous
solution.

Item 6. A nucleic acid delivery composition comprising
the nucleic acid complex according to any one of Items 1 to 5 and
a nucleic acid delivery carrier.

Item 7. The nucleic acid delivery composition according
to Item 6, wherein the nucleic acid delivery carrier is a
composition comprising (A) a diacylphosphatidylcholine, (B) at
least one member selected from cholesterol and derivatives
thereof, and (C) an aliphatic primary amine.

Item 8. The nucleic acid delivery composition according
to Item 7, wherein Component (A) in the nucleic acid delivery
carrier is a diacylphcsphatidylcholine in which the acyl moiety
has 4 to 23 carbon atoms. ‘

Item 9. The nucleic acid delivery composition according
to Item 7, wherein Component (B) in the nucleic acid delivery
carrier is cholesterol.

Item 10. The nucleic acid delivery composition
according to Item 7, wherein Component {C) in the nucleic acid
delivery carrier is an alkylamine having 10 to 20 carbon atoms.

Item 11. The nucleic acid delivery composition
according to Item 7, wherein the molar ratio of Components
(A): (B):(C) is 5-9:1-5:1.
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Item'12. The nucleic acid delivery composition
according to Item 7, wherein the nucleic acid delivery carrier is
a liposome preparation in which a liposome membrane is formed
from Components (A) to (C).

Item 13. A pharmaceutical composition comprising the
nucleic acid delivery cdmposition according to any one of Items 6
to 12.

Item 14. The pharmaceutical composition according to
Item 13, wherein the nucleic acid is siRNA.

Item 15. Use of the nucleic acid delivery composition
according to any one of Items 6 to 12 to produce a pharmaceutical
for delivering a nucleic acid into a cell.

Item 16. The use according to Item 15, wherein the
nucleic écia is siRNA,

Item 17. A method for delivering a nucleic acid inte a
cell, the method comprising the step of bringing the nucleic acid
delivery composition according to any one of Ttems 6 to 12 into
contact with the cell.

" Item 18. The method according to Item 17, wherein the

nucleic acid is siRNA.

EFFECTS OF THE INVENTION

The nucleic acid complex of the present invention is
obtained by forming a nucleic acid into a complex using a highly
branched cyclic dextrin, thereby making it possible for the
nucleic acid complex to be highly safe and to be able to stably
maintain the nucleic acid in a cell for a long period of time so
that useful effects based on the nucleic acid can be persistently
exhibited. Further, the nucleic acid complex of the present '
invention can be readily formed intc a complex with a nucleic
acid delivery carrier, and can be easily encapsulated even in a
nucleic acid delivery carrier in liposome form. The complex of
the present invention is therefore also excellent in ease of
formulation into a nucleic acid delivery composition. Furthermore,

the nucleic acid delivery composition of the present invention
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can introduce the nucleic acid complex into a cell.
For delivering the nucleic acid complex of the present
invention into a cell, the use of a carrier comprising (A) a
diacylphosphatidylcholine, (B} cholesterol and/or a derivative
thereéf, and (C) an aliphatic primary amine, as a carrier for
intracellular delivery can increase the efficiency of

intracellular delivery of the nucleic acid complex, and can

further improve the persistence and safety of such intracellular

delivery.

As described above, the nucleic acid complex and
nucleic acid delivery composition of the present invention can
exhibit useful effects based on the nucleic acid effectively,
persistently, and with high safety; therefore, the complex and
composition are particularly useful as pharmaceuticals for gene
therapy. Thus, the pharmaceutical composition or method of
delivering a nucleic acid into a cell according to the present

invention can deliver a nucleic acid into a cell more effectively.

BEST MODE FOR CARRYING OUT THE INVENTION
The present invention is described below in detail.

(1) Nucleic Acid Complex

The nucleic acid complex of the present invention
comprises a nucleic acid and a highly branched cyclic dextrin.

The nucleic acid used for the nucleic acid complex of
the present invention is not limited by the type or structure, as
long as it needs to be delivered into the cell. Specific examples
of such nucleic acids include siRNA, mRNA, tRNA, rRNA, cDNA,
miRNA (microRNA), ribozymes, antisense oligos, decoy
oligonucleotides, plasmid DNA, peptide nucleic acids, triplex-
forming oligonucleotides (TFOs), aptamers, genes, etc., among
which siRNA is preferable. siRNA has the disadvantage of low
stability iq the presence of heretofore known non-viral vectors,
but when siRNA is formed into the nucleic acid complex of the
present invention, it has the ability to be continuously

delivered into a cell as well as having excellent stability. The
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nucleic acid used in the nucleic acid complex of the present
invention may be derived from humans, animals, plants, bacteria,
viruses, or the like, or may be chemically synthesized:. Such
nucleic acids may be single-stranded, double-stranded, or triple-
stranded, and are not limited by the molecular weight. Further,
in the present invention, nucleic acids modified with chemicals,
enzymes, or peptides can be used. Furthermore, in the présent
invention, nucleic acids can be used singly or in a combination
of two or more.

The highly branched cyclic dextrin used in the nucleic
acid complex of the present invention is produced by allowing a
branching enzyme to act on a saccharide having o-1, 4-glycoside
bonds and at least one a-1,6-glycoside bond, such as amylopectin,
and is a glucan with a degree of polymerization of 50 to 5000
having an inner branched cyclic structure portion and an outer
branched structure portion. The inner branched cyclic structure
portion is a cyclic structure portion formed from o-1,4-glycoside
bonds and at least one a-1, 6-glycoside bond; and the outer
branched structure portion is a non-cyclic structure portion
bound to the inner branched cyclic structure portion. The outer

branched structure portion is bound to the inner branched cyclic

- structure portion via at least one a-1, 6-glycoside bond.

Preferable forms of the highly branched cyclic dextrin include
the above-mentioned glucan in which the inner branched cyclic
structure portion has a degree of polymerization of 10 to 100,
the above-mentioned glucan in which the outer branched structure
portion has a degree of polymerization of 40 or more, and the
abovg-mentioned glucan in which the unit chains of the outer
branched structure portion have an average degree of
polymerization'of 10 to 20. The highly branched cyclic dextrin
can be illustrated as in, for example, Fig. 1 in which the inner

branched cyclic structure portion is indicated by (i) and the

‘outer branched structure portion is indicated by (ii).

The degree of polymerization can be determined by gel

filtration using a differential refractometer, from the elution
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position of a material whose degree of polymerization is known.
In this determination, the output of a differential refractometer
is proportional to the concentration of the glucan, and the
output of a low-angle laser light scattering photometer is
proportional to the product of the degree of polymerization and
concentration of the glucan. Therefore, the degree of
polymerization of the glucan can be determined by measuring the
ratio of the outputs of the two detectors, i.e., a differential
refractometer and a low-angle laser light scattering photometer.
The specific conditions are described in US6248566B1 (Japanese
Patent No. 3107358). '

The highly branched cyclic dextrin and the production

process therefor are described in US6248566B1 (Japanese Patent No.

3107358), and the highly branched cyclié dextrin is sold under
the registered trademark of “Cluster Dextrin” by Ezaki Glico Co.,
Ltd.

In the nucleic acid complex of the present invention,
the ratio of the highly branched cyclic dextrin to the nucleic
acid is not limited, but is usually 1 to 4000 parts by weight,
preferably 10 to 1000 parts by weight, and more preferably 100 to
400 parts by weight, of the highly branched cyclic dextrin per
part by weight of the nucleic acid. In terms of molar ratio, the

above ratioc is, for example, 0.1 to 1000 mol, preferably 1 to 100

'mol, and more preferably 10 to 20 mol, of the highly branched

cyclic dextrin per mol of the nucleic acid. Satisfying such a
ratio makes it possible to render more remarkable the continuity
of intracellular delivery of nucleic acid by a nucleic acid
delivery carrier, aﬁd the safety thereof.

The average particle diameter of the nucleic acid
complex of the present invention is usually 6 to 60 nm,
preferably 8 to 30 nm, and more preferably 10 to 20 nm. The
average particle diameter of the nucleic acid complex is measured
as a volume average particle diameter using a dynamic laser light

scattering method.

The nucleic acid complex of the present invention is a
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complex formed by aggregation of the nucleic acid and the highly
branched cyclic dextrin. The nucleic acid complex of the present
invention is produced by mixing the nucleic acid and highly
branched cyclic dextrin in a solution that can stably disperse
the two compounds. Specific examples of solutions that can stably
disperse the nucleic acid and highly branched cyclic dextrin
include buffers such as Tris and the like. The buffers may
contain chelating agents such as ethylenediaminetetraacetic acid.
(EDTA} and the like. The conditions for mixing the nucleic acid
and the highly branched cyclic dextrin may be such that, in the
above-mentioned solution, for example, about 0.1 pM to about 100
M, preferably about 1 uM to about 10 pM, of the nucleic acid are
mixed with about 1 uM to about 1000 uM, and preferably about 10
M to about 100 uM, of the highly branched cyclic dextrin, at
room temperature for about 1 to about 100 minutes, and preferably
about 5 to about 10 minutes. The thus produced nucleic acid
complex of the present invention is present as a dispersion in
the sclution. The dispersion can be mixed as it is, or after
dilution or concentration if necessary,-with a nucleic acid

delivery carrier.

{(2) Nucleic Acid Delivery Composition

The nucleic acid complex is incorporated into a nucleic
acid delivery carrier by being mixed with the nucleic acid
delivery carrier, and thereby the nucleic acid is enabled to be
delivered into a cell. That is, the present invention also
provides a nucleic acid delivery composition comprising the
nucleic acid complex and a nucleic acid delivery carrier.

The nucleic acid delivery carrier is a non-viral vector
used as a nucleic acid carrier to deliver (introduce) a nucleic
acid into a cell. The nucleic acid delivery composition is a
composition used for bringing the nucleic acid into contact with
the cell into which the nucleic acid is to be delivered, in order
to introduce the nucleic acid contained in the composition into
the cell.
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Formulation of Nucleic Acid Delivery Carrier

The nucleic acid delivery carrier used in the nucleic
acid delivery composition of the present invention is not limited
as long as it is capable of incorporating a nucleic acid into a
cell. Examples of usable nucleic acid delivery carriers include
known carriers such as Lipofectamine™ 2000 and the like.

From the viewpoint of the further improvement of the
intracellular persistence of the nucleic acid contained in the
nucleic acid complex, and the further improvement of the
efficiency and safety of intracellular delivery, it is preferable
to use, for example, a carriar comprising (A) a

diacylphosphatidylcholine, (B) cholesterol and/or a derivative

* thereof, and (C) an aliphatic primary amine (hereinafter referred

to as “Carrier 17).

The diacylphosphatidylcholine (hereinafter sometimes

- referred to as “Component (A}”) used in Carrier 1 is not limited

as long as it is pharmacologically acceptable, and may be, for
example, a diacylphosphatidylcholine in which the acyl moiety has
4 to 23 carbon atoms. The carbon numbers of the two acyl groups
constituting the diacylphosphatidylcholine may be the same or
different.

Specific examples of diacylphosphatidylcholines include
dilauroylphosphatidylcholine, dimyristoylphosphatidylcholine,
dipalmitoylphosphatidylcholine, distearoylphesphatidylcholine,
dioleoylphosphatidylcholine, dilinoleoylphosphatidylcholine,
myristoylpalmitoylphosphatidylcholine,
myristoylstearoylphosphatidylcholine,
palmitoylstearoylphosphatidylcholine,
dibutyloylphosphatidylcholine, dihexanoylphosphatidylcholine,
diheptanoylphosphatidylcholine, didecanoylphosphatidylcholine,
diphthanoylphosphatidylcholine, didodecylphosphatidylcholine,
dieicosanoylphosphatidylcholine, ,
dihenicosanoylphosphatidylcholine, dierucoylphosphatidylcholine,
diarachidonoylphosphatidylcholine,
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bis(tricosadinéyl)phosphatidylcholine, etc. Among these,
preferable examples include diacylphosphatidylcholinesIin which
the acyl moiety has 12 to 18 carbon atoms; more preferable
examples iﬁclude dimyristoylphosphatidylcholine,
dipalmitoylphosphatidylcholine, distearoylphosphatidylcholine,.
myristoylpalmitoylphosphatidylcholine,
myristoylstearoylphosphatidylcholine,'
palmitoylstearoylphosphatidylcholine, and like
diacylphosphatidylcholines in which the acyl moiety has 13 to 17
carbon atoms; particularly preferable examples include
dimyristoylphosphatidylcholine, dipalmitoylphosphatidylcholine,
and distearoylphosphatidylcholine; and the most preférable
examples include distearoylphosphatidylcholine. Such
diacylphosphatidylcholines may be used singly or in a combination
of two or more. .

Cholesterol and/or a derivative thereof (hereinafter
sometimes referred to as “Component {(B)”) used in Carrier 1 is
not limited as long as it is pharmacologically acceptable.
Derivatives of cholesterol are cationic lipids with a cholesterol
skeleton, and specific examples include 3B-[N-(N’,N’-
dimethylaminoethane)-carbamoyl]cholesterol (DC-Chol), 3B~
[N",N’,N’-trimethylaminoethane]cholesterol iodide (TC-Chol),
bis(guanidinium)—trenfcholesterol (BGTC), N-
cholesteryloxycarbonyl-3, 7-diazanonan-1, 9-diamine, B-alanine-
diethanolamine-cholesterol, N'-spermine cholesteryl carbamate
(GL-67), N[N4—3—aminopropylspermidine]cholesteryl carbamate (GL-
18), N4—spermine cholesteryl carboxamide (GL-90), N1,N8-
bis{arginine carboxamide)—N4—spermidine cholesteryl carbamate
(GL-95), and N—[Nl,N4,NB—tris(3—aminopropyl)spermidine]cholesteryl
carbamate (GL-96). Preferable examples of Component (B) include
cholesterol. In Carrier 1, cholesterol and derivatives thereof
can be used singly or in a combination of two or more as
Component (B). _

The aliphatic primary amine (hereinaftef sometimes -

referred to as “Component (C)”) used in Carrier 1 is not limited
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as long as it is pharmacologically acceptable, and may be, for
example, an alkylamine in which the alkyl moiety has 10 to 20
carbon atoms. |

Specific examples of aliphatic primary amines include
laurylamine, myristylamine, palmitylémine, stearylamine,
oleylamine, decanoylamine, phthanoylamine, etc. Among these,
alkylamines in which the alkyl moiety has 12 to 18 ‘carbon atoms
are preferable; stearylamine, oleylamine, and palmitoylamine are
more preferable; and stearylamine is especially preferable. These
aliphatic primary amines may be used singly or in a combination
of two or more.

Carrier 1 comprises a combination of Components (A) to
(C) described above. In order to further improve the efficiency
of intracellular delivery of a nucleic acid, and further reduce
the toxicity, the following combinations are preferable:
(A) a diacylphosphatidylcholine in which the acyl moiety has 4 to
23 carbon atoms, {(B) cholesterol and/or a derivative thereof, and
(C}) a Cipg-20 alkylamine; and more preferably, (A)

dimyristoylphosphatidylcholine, dipalmitoylphosphatidylcholine,

. and/or distearoylphosphatidylcholine, (B) cholesterol, and (C)
{

stearylamine.

In Carrier 1, the ratio of Components (A) to (C) is not
limited, and may be, for example, a Components (A):(B):(C) molar
ratio of 5-9:1-5:1, preferably 6-9:1-4:1, and more preferably
7-8:2-3:1. sSatisfying such a ratio makes it possible to achieve
intracellular nucleic acid delivery with more improved efficiency
and lower toxicity.

The total amount of Components (A) to (C) in the total
amount of Carrier 1 is, for example, 1 to 100 wt.%, preferably 20
to 90 wt.%, and more preferably 30 to 70 wt.%.

| Carrier 1 may contain, in addition to Components (A) to
(C), other cationic lipids. Specific examples of usable cationic
iipids include squalamine, 3a,7a,12a—tris(3—amin0propoxy)—SB-
cholan-24-(N,N-bis (3-aminopropyl)amine), 3a,7a,l2a-tris(3-
aminopropoxy) ~5B-cholan-24- (N~ (N- (3~aminopropyl) ) -3-
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aminopropyl)amine, 3a,7a,12a-tris(3-azidopropoxy)-5B-cholan-24-
(N, N-bis (2-cyanoethyl) amine) ), 3a,7a,12a-tris(3-azidopropoxy}-5p-
cholan-24- (N- (benzyloxycarbonyl) -N- (3-hydroxypropyl)amine), and
like cationic lipids to which steroids are bound; umbrella-
spermine conjugates and like cationic lipids to which cholic acid
is bound; cationic lipids to which sterol glycoside is bound;
cationic lipids to which steroid saponin.is bound;
dimethyldioctadecylammonium bromide salt (DDAB), 1,2-dimyristoyl-
3-trimethylammonium propane, 1,2—dioleoyl—B—Erimethylammonium
propane (DOTAP), 1,2-dioleoyl-3-trimethylammonium propane
methylsulfate, 1,2—dipalmdtoyl—3—trimethylammoniuﬁ propane, 1,2-
distearoyl-3-trimethylammonium propane, N-(1-(2,3- ‘
bis{oleoyloxy)propyl)-N,N,N-trimethylammonium hydrochloride
(DOTMA) , dimyristoyloxypropyl dimethylhydroxyethylammonium
bromide salt (DMRIE), dioleoyloxypropyl
dimethylhydroxyethylammonium bromide (DORIE),
dimethyldidodecylammonium bromide, N-{(a- »
trimethylammonioacetyl)didodecyl-D-glutamine hydrochloride, N-(a-
trimethylammonioacetyl)—0,0'—bis—(1H,lH,2H,2H-perfluorodecyl)—L-
glutamine hydrochloride, O,0’-didodecanoyl-N-(a- '
trimethylammonioacetyl)diethanolamine hydrochloride, methylallyl
didodecyl ammonium bromide, N-{p-(w- ,
trimethylammoniobutyloxy)benzoyl}-didodecyl-L-glutamine
hydrochloride, 9-(w-trimethylammoniobutyl)-3,6-

bis (dodecanoyl)carbazole bromide, dimethyldicctadecyl ammonium
hydrochloride, N-w-trimethylammoniodecanoyl-dihexadecyl-D-
glutamine. bromide, N-{p—(w—trimethylammoniohexyloxy)—benioyl}—
ditetradecyl-L-glutamine bromide, p- (w-trimethylammoniodecyloxy) -
p’ -octyloxyazobenzene bromide salt (MC-1-0810), p-{w-(b-
hydroxyethyi)dimethyl—ammonio—decyloxy}—p'—octyloxyazobenzene
bromide salt (MC-3--0810), 0,0',O"—tridodecanoyl—N—(w—trimethyl—
ammoniodecanoyl) -tris (hydroxymethyl)aminomethane bromide salt
(TC-1-12), 1,2-dilauryl-glycero-3-ethylphosphocholine, 1,2-
dimyristoyl-glycero-3-ethylphosphocholine, 1,2-dipalmitoyl-
glycero-3-ethylphosphocholine, 1,2-distearoyl-glycero-3-
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ethylphosphocholine, 1,2-dioleoyl-glycerc-3-ethylphosphocholine,
1-palmitoyl~2-oreoyl-glycero-3-ethylphosphocholine, and like
quaternary ammonium salt-type cationic lipids; etc.

When Carrier 1 contains a cationic lipid other than
Components (A) to (C), the proportion of the cationic lipid is
not limited as long as the effects of the present invention are
not impaired, and may be, for exémple, 1 to 10 parts by weight,
preferably 2 to 8 parts by weight, and more preferably 4 to 6
parts by weight, per 100 parts by weight of Components (A) to (C)
in total. |

' Carrier 1 may further contain an cily base, if
necessary. The addition of an oily base to. use its propérties
enables control of the efficiency of nucleic acid introduction by
Carrier 1. For example, when an oily base is added to adjust the
specific gravity of Carrier 1, the contact of a cell with Carrier
1 can be controlled, thereby improving the introduction
efficiency in vitre. Further, for example, when an oily base with
a temperature sensitivity function is added, the core of the
nucleic acid carrier can be disintegrated under predetermined
temperature conditions to induce fluctuations in the cell surface,
thereby improving the nucleic acid introduction efficiency.
Furthermore, for example, when an oily base that has an ability
to be disrupted by an external stimulus is added, the core of
Carrier 1 can be disintegrated by an external stimulus to induce
fluctuations in the cell surface, thereby improving the nucleic
acid introduction efficiency.

Examples of oily bases that can be added to Carrier 1
include perfluorocarbon, perfluoropentane, perfluorcoctyl bromide,
perfluorchexane, perfluorotributylamine, soybean oil, refined
soybean oil, hydrogenated soybean oil, unsaponified soybean oil,
squalene, castor oil, clove oil, sorbitan trioleate, turpentine
ocil, safflower oil, safflower oil fatty acid, oleic.acid, palm
oil, rapeseed oil, fusel oil, clive o0il, linseed oil, sesame oil,
chlorophyll oil, croton oil, bergamot o0il, cedar oil, orange oil,

fennel oil, eucalyptus oil, corn cil, lavender oil, marjoram oil,
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lemon oil, cotton seed o0il, coconut oil, egg yolk oil, rose oil,
pine oil, almond cil, peanut oil, camellia oil, white camphor oil,
chamomile oil, cinnamon oil, peppermint oil, esterified corn oil,
ginger 0il, Roman chamomile oil, snake oil, spearmint oil,
sunflower oil, cacao butter, wheat germ oil, zinc oxide oil,
hardened oils, hydrogenated vegetable oils, light liquid paraffin,
liquid paraffin, medium chain fatty acid triglycerides, mink cil,
bitter orange oil, polycxyethylene castor oil, polyoxyethylene
hydrogenated castor oil, polyoxyethylene hydrogenated castor ocil
10, polyoxyethylene hydrogenated castor oil 100, polyoxyethylene
hydrogenated castor oil 20, polyoxyethylene hydrogenated castor
o0il 40, polyoxyethylene hydrogenated castor oil 5,
polyoxyethylene hydrogenated castor oil 50, polyoxyethyleney
hydrogenated castor oil 60, polyoxyl 35 castor oil{ process oils,
etc. Among such oily bases, perfluoropentane is temperature
sensitive, and has the property of boiling at 29.5°C and thereby
becoming a gas. Further, perfluorohexane, perfluorooctyl bromide,

and perfluorotributylamine have an ability to be disrupted by an

external stimulus, and have the property of causing cavitation in

the core of Carrier 1 and disintegrating it when receiving an
external stimulus such as ultrasonic irradiation.

When an oily base is contained, the proportion thereof
is not limited as long as the effects of the present invention
are not impaired, and may be, for example, 0.1 to 50 parts by
weight, preferably 1 to 30 parts by weight, and more preferably 5
to 20 parts by weight, per 100 parts by weight of Components (A)
to (C) in total. | | |

Carrier 1 may further contain a membrane—fusogenic
lipid (helper lipid) 'if necessary. When containing a membrane-
fusogenic lipid, Carrier 1 has further improved intracellular
nucleic acid delivery efficiency. Examples of such membrane-
fusible lipids include dioleoylphosphatidylethanolamine, A
dioleoylphosphatidylcholine,
transphosphatidylphosphatidylethanolamine, 1,2-bis~(10,12-

tricosadinoyl)-phosphoethanclamine, 1,2-
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dielaidoylphosphoethanolamine, l,2—dihexadecylphosphoethénolamine,
1,2~ dlhexanoylphosphoethanolamlne, 1,2-
dilauroylphosphoethanolamine, 1,2- dlllnoleoylphosphoethanolamlne,
1, 2-dimyristoylphosphoethanclamine, 1,2-
dioleoylphosphoethanclamine, 1,2-
dipalmitolecylphosphoethanolamine, 1,2~
dipalmitoylphosphoethanolamine, 1,2-
diphytanoylphosphoethanolamine, 1,2-distearoylphosphoethanolamine,
l-palmitoyl-2-oleoylphosphoethanolamine, l-palmitoyl-2-(10,12-
tricosadinoyl)phosphoethanolamine, 1,2-
dioleoylphosphoethanolamine-N-caproylamine, 1,2-
dipalmitoylphosphoethanolamine-N-caproylamine, 1,2-
dioleoylphosphoethanolamine-N,N~dimethyl, 1,2-
dipalmitoylphosphoethanolamine-N, N-dimethyl, 1,2-
dipalmitoylphosphoethanolamihe—N-dodecanoyl, 1,2-
dioleoylphosphoethanolamine-N-dodecanoyl, 1,2-
dioleoylphosphoethanolamine-N-dodecanylamine, 1,2-
dipalmitoylphosphoethanolamine-N-dodecanylamine, 1,2-
dioleoylphosphoethanclamine-N-glutaryl, 1,2-
dipalmitoylphosphoethanolamine-N-glutaryl, 1,2-
dioleoylphosphoethanolamine-N-lactose, 1,2-
dioleoylphosphoethanolamine-N-[4 (p-maleimidemethyl)cyclohexane~
carboxylate] (, dipalmitoylphosphoethanolamine-N-[4 (p-
maleimidemethyl)cyclohexane-carboxylate], 1,2-
dipalmitoylphosphoethanclamine-N-[4 (p-maleimidephenyl)butylamidel,
1, 2-dioleoylphosphoethanolamine-N-[4 (p-maleimidephenyl)butyrate],
1,2-dioleoylphosphoethanolamine-N-methyl,
dipalmitoylphosphoethanolamine-N-methyl, 1,2-
dioleoylphosphoethanolaminewNh[3-(2—pyridyldithio)propionate],

1, 2-dipalmitoylphosphoethanolamine-N-[3~ (2-
pyridyldithio)propionate], 1,2—dioleoylphosbhoethanolamine—N—
(succinyl), l,2—dipalmitoylphosphoethanolamine—N—(succinyl), etc.
Among such lipids, dioleoylphosphatidylethanolamine can be
advantageously used in Carrier 1.

When such a membrane-fusogenic lipid is contained, the
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proportion thereof is not limited as long as the effects of the
present invention are not impaired, and may be, for example, 1 to
500 parts by weight, preferably 10 to 250 parts by weight, and
more preferably 25 to 100 parts by weight, per 100 parts by
weight of Components (A) to (C) in total.

Carrier 1 may contain.various additives such as
isotonizing agents, excipients, diluents, thickeners, stabilizers,
buffers, preservatives, etc.; and/or aqueous vehicles such as
purified water, aquecus sugar solutions, buffer solutions,
physiological saline, aqueous polyher solutions, RNase free water,
etc.; according to fhe form of use. The amounts of such additives
and aqueous vehicles to be added can be suitably selected

according to the form of use of the nucleic acid delivery carrier.

Form of Nucleic Acid Delivery Carrier

The form of the nucleic acid delivery carrier is not
limited as long as the nucleic acid to be delivered into a cell
can be encapsulated, but is preferably in the form of a liposome.
For example, when Carrier 1 is in the form of a liposome,
Components (A) to (C), and optionally used other lipids, form a
liposome membrane.

When the nucleic acid delivery carrier is in the form
of a liposome, it may be a small unilamellar vesicle (SUV), a
large unilamellar vesicle (LUV), or a multilamellar vesicle (MLV).
The particle diameter of the nucleic acid delivery carrier can be
suitably selected according to the type of the cell into which
the nucleic acid is delivered, and may be, for example, about 20
to about 100 nm for SUV, about 200 to about 1000 nm for LUV, and
aboﬁt 400 to about 3500 nm for MLV. The particle diameter of the
liposome is measured using a dynamic laser light scattering
method.

Methods known in the art can be used to produce the
liposome and adjust the particle diameter of the liposome. For
example, in the case of Carrier 1, a liposome can be formed by a

thin film method, a reversed phase evaporation method, an ether
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injection method, a surfactant method, and a heating method, or
the like, using an oil phase containing Components (A) to (C) and
an aqueous phase (aqueous vehicle). The particle diameter can be
adjusted by an extrusion method, a French press method, a

homogenization method, or the like.

Form, Formulaticn, and Method of Use of the Nucleic Acid Delivery

Composition

When the nucleic acid delivery carrier is in the form

of a liposome, the nucleic acid complex in the nucleic acid

delivery composition of the present invention may be present in a
state encapsulated within the internal aquecus phase of the
liposome, or in a state bound to the inner or outer surface of
the liposome membrane by an ionic or hydrophobic bond. When the
nucieic acid delivery carrier is in a form other than a liposome,
the nucleic acid complex in the nucleic acid delivery composition
of the present invention forms a complex with components of the
nucleic acid delivery carrier through an ionic or hydrophobic
bond. |

The nucleic acid delivery composition of the présent
invention is produced by mixing the nucleic acid complex with the
nucleic acid delivery carrier and formulating the mixture into a
desired form, or by mixing the components of the nucleic acid
complex and the nucleic acid:delivery carrier composition in an
arbitrary order and formulating the mixture into a desired form.

- In the nucleic acid delivery composition of the present
invention, the ratio of the nucleic acid complex to the nucleic
acid delivery carrier depends on the type of the nucleic acid
complex, the type of the nucleic acid delivery carrier, and the

type of the cell into which the nucleic acid is delivered, etc.

" The ratio may be, for example, 1 to 100 parts by weight,

preferably 10 to 100 parts by weight, and more preferably 20 to
100 parts by weight, of the nucleic acid complex per 100 parts by
weight of the total amount of the nucleic acid delivery carrier.

More specifically, when Carrier 1 is used as the nucleic acid
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delivery carrier, the ratio may be, for example, 1 -to 100 parts
by weight, preferably 10 to 100 pérts by weight, and more
preferably 20 to 100 parts by weight, of the nucleic acid complex
per 100 parts by weight of the total amount of Components (A) to
(C) contained in Carrier 1.

Further, when Carrier 1 is used as the nucleic acid
delivery carrier, the total amount of Components (A) to (C)
contained in Cérrier 1 may be, for example, 10 to 90 wt.%,
preferably 30 to 80 wt.%, and more preferably 40 to 60 wt.%,
relative to the total amount of the nucleic acid delivery
composition. '

The nucleic acid delivery composition of the present
invention may contain variocus additives such as isotonizing
agents, excipients, diluents, thickeners, stabilizers, buffers,
preservatives, etc.:; and/or aqueous vehicles such as purified
water, aqueous glucose solutions, buffer solutions, physiological
saline, etc.; according to the form of use. The amounts of such
additives and aqueous vehicles can be suitably selected according
to the form of use of the nucleic acid delivery composition.

The nucleic acid delivery composition of the present
invention can be used by itself as a pharmaceutical for gene
therapy, i.e., as a pharmaceutical composition. When the nucleic
acid delivery composition of the present invention is used as a
pharmaceutical compesition, a nucleic acid delivery carrier, base,
vehicle, etc. that are pharmacologically acceptable are selected.
The pharmaceutical composition of the present invention may be
formulated into various pharmaceutical forms. Examples of the
form of the pharmaceutical composition of the present invention
include liquid preparations such as solutions (including syrups
and the like), dreops, injections, etc.; and solid preparations
such as tablets, pills, powders, granules, capsules (including
soft capsules}, etc. When the pharmaceutical composition of the'
present invention is a liquid preparation, it can be preserved by
freezing or by lyophilization or the like to remove water.

Lyophilized preparations, dry syrups, etc. may be re-dissolved at
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the time of use in distilled water for injection, sterilized

water, etc. When the pharmaceutical composition of the present

‘invention is a solid preparation, it may be re~dissolved at the

time of use in distilled water for injection, sterilized watef,
etc.

In the present invention, the cell into which a nucleic
acid is delivered, i.e., the cell to which the pharmaceutical
composition of the present invention is applied, is not limited,
and may be a cultured cell, a cell isolated from an organism

(including established cell lines), a cell in vivo, etc., and may

~ be derived from a human or a non-human animal. The pharmaceutical

composition of the present invention_may be applied either in
vitro or in vivo.

In the present invention, a nucleic acid can be
delivered into a cell through the step of bringing the
pharmaceutical composition of the present invention into contact
with the cell. The method for bringing the pharmaceutical
composition into contact with a cell is not limited, as long as a
suitable amount of the nucleic acid delivery composition is
brought into contact with the cell into-which the nucleic acid is
to be intreduced. For example, the method may bé the same as a
hitherto known method in gene therapy, and the same applies to
the amount to be brought into contact: the methed and amount are
suitably selected. Thus, application of the pharmaceutical
composition of the present invention to a cell enables easy
intracellular delivery of a nucleic acid, and maintains the
delivered nucleic acid stably and persistently in the cell.

For example, to bring the pharmaceutical composition of
the present invention into contact with a cell in vitro, the cell
can be cultured in the presence of a suitable amount of the
pharmaceutical composition. To bring the pharmaceutical
compbsition of the present invention into contact in vitro with a
cultured cell or a cell isolated from an organism, the contact
can be carried ocut in the presence of blood serum. When the

pharmaceutical composition of the present invention is brought
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into contact with a cell in vivo, the pharmaceutical composition
of the present invention may be brought into contact with the

cell by, for example, direct injection into a tissue; intravenous,

- subcutaneous, intramuscular, interperitoneal, or intraocular

injection, or injection into the digestive tract, a tooth, or the
like; inhalation administration to the nasal cavity, oral cavity,
lungs, or the like; oral administration; transdermal
administration; transmicosal administration via the oral mucesa,
vaginal mucosa, ocular mucosa, rectal mucosa, or uterine mucosa;
or the like.

The pharmaceutical composition of the present invention
may further comprise, if necessary, a pharmacologically
acceptable vehicle or base. The vehicle and base are not limited
as long as the effects of the present invention are not impaired,
and are suitably selected according‘to the form of use. Examples
include those mentioned above. In this case, the proportions of
the pharmaceutical composition, vehicle, and base are also not
limited as iong as the effects of the present invention are not
impaired, and are suitably selected according to the form of use.

In applying the pharmaceutical composition of the

~ present invention, an effective amount thereof is applied. For

example, the pharmaceutical composition is applied in such an
amount that the nucleic acid complex contained therein is applied
in an amount of 0.001 to 10 pM, preferably 0.001 to 1 pM, and
more prefe;ably 0.01 to 0.1 pM, per cell.

The pharmaceutical composition of the present invention
is capable of delivering a specific nucleic acid into a cell.
That. is, the pharmaceutical composition of the present invention
is effective in delivering into a cell a specific nucleic acid
that is present in the pharmaceutical composition and that forms
the nucleic acid complex, by bringing the pharmaceutical
composition into contact with the cell.

The present invention also provides a method for
delivering a nucleic acid into a cell. The method for delivering

a nucleic acid into a cell according to the present invention
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comprises the step of bringing the nucleic acid complex or

nucleic acid delivery composition described above into contact
with the cell. The contact between the nucleic acid complex: or
nucleic acid delivery composition and the cell is not limited, as
long as a suitable amcunt df the nucleic acid complex or nucleic
acid delivery composition is brought into contact with the cell
into which a nucleic acid is introduced. For example, the contact
may be carried out in the same manner as a hitherto known method
in gene theraby, and the same applies to the amount to be brought
into contact: the manner and amount of contact are suitably
selected.

By bringing the nucleic acid complex or nucleic acid
delivery composition into contact with a cell in the above manner,
the nucleic acid can be stably and persistently maintained in the
cell. For contact with the cell, the nucleic acid complex may be
used by itself or in combination with a vehicle or base as
described above. The nucleic acid delivery composition may also
be used by itself or in combination with a vehicle or base as
described above. For more efficient intracellular nucleic acid
delivery, it is preferable to bring the nucleic acid delivery
composition into contact with the cell.

In the present invention, as mentioned above, the cell
into which a nucleic acid is delivered is not limited, and may be
a cultured cell, a cell isolated from an organism (including
established cell lines), a cell in vivo, or the like, and may be
derived from a human or a non-human animal. The above-mentioned
contact may be carried out in vitro or in vivo.

For example, to bring the nucleic acid complex or
nucleic acid delivery composition into contact with a cell in
vitro, the cell can be cultured in the‘presence of a suitable
amount of the nucleic acid complex or nucleic acid delivery
composition. To bring the nucleic acid complex or nucleic acid
delivery composition into contact in vitro with a cultured cell
or a cell isolated from an organism, the contact can be carried

out in the presence of blood serum. When the nucleic acid complex
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or nucleic acid delivery composition is brought into contact with
a cell in vivo, the nucleic acid complex or nucleic acid delivery
composition may be brought into contact with the cell by, for
example, direct injection into a tissue; intravenous,
subcutaneous, intramuscular, interperitoneal, or intraocular
injection, or injection into the digestive tract, a tooth, or the
like; inhalation administration td the nasal cavity, oral cavity,
lungs, or the like; oral administration; transdermal
administration; transmucosal administration via the oral mucosa,
vaginal mucosa, ocular mucosa, rectal mucosa, or uterine mucosa;
or the like.

In the method for nucleic acid delivery into a cell

-according to the present invention, an effective amount of the

nucleic acid complex or nucleic acid delivery composition is
brought into contact with a cell to introduce the nucleic acid
into the cell. For example, the amount of the nucleic acid
complex or nucleic acid delivery composition to be administered
is selected so that 0.001 to 10 pM, preferably 0.001 to 1 pM, and
more preferably 0.01 to 0.1 pM, of the nucleic acid complex is
administered per cell.

The method of delivering a nucleic acid into a cell
accofding to the present invention may be performed by bringing
the pharmaceutical composition into contact with the cell. When
using the pharmaceutical composition, the method of the present
invention can be carried out in the same manner as described

above.

EXAMPLES

The invention will now be described in detail based on
Examples and the like, but the invention is not limited thereto.
In the following Examples and Test Examples, GL3-siRNA (siRNA to
firefly luciferase; Dharmacon Research, Inc., (Boulder, CO), USA;
sense: 5'-CUUACGCUGAGUACUUCGAdTIT, antisense: 5'-
UCGAAGUACUCAGCGUAAGATAT) was used as siRNA. Cluster dextrin
(Ezaki Glico Co., Ltd.) was used as the highly branched cyclic
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dextrin.

Example 1

Preparation of Complex containing siRNA and Highly-Branched
Cyclic Dextrin '

A solution containing siRNA in a 2 pM concentration
(siRNA solution) was prepared using a Tris-EDTA (TE) buffer
solution (produced by Fluka Co., Ltd. Further, a solution.
containing highly-branched cyclic dextrin in a 25 uM
concentration (highly-branched cyclic dextrin solution) was
prepared using a Tris-EDTA (TE) buffer solution {(produced by
Fluka). An equal amount of these solutions were mixed for one
minute to form a siRNA complex. Table 1 shows properties of the

siRNA complex obtained.

Table 1

Particle Diameter {nm) Zeta Potential (mV)

Complex 31.1 -42.9

# The particle diameter shown is a mean particle
diameter (nm) measured using a ZETASIZER 3000HSA (MALVERN
INSTRUMENT) (the volume mean particle diameter was measured using
a laser diffraction method). Zeta potential was measured using a
ZETASTZER 3000HSA (MALVERN INSTRUMENT) .

Example 2
Preparation of siRNA Complex-containing Nucleic Acid Delivery
Composition

Distearoylphosphatidylcholine (DSPC), cheolesterol, and

stearylamine were weighed out in a molar ratio of 7: 3: 1, and

dissolved in chleroform using an eggplant-type flask (recovery
flask). The solution was dried under reduced pressure using a
rotary evaporator to form a lipid thin membrane layer. The
solution containing 0.028 mg/ml of a siRNA complex obtained in
Example 1 was added to the resulting lipid thin membrane layer so

that the solution had a DSPC concentration of 30 mg/mL, and then
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mixed. Thereafter, the particle diameter of the solution was

‘adjusted by passing through membranes having pore diameters of

800 nm and 200 nm using an extruder, to prepare a composition for
SiRNA delivery in a caticonic liposome form. The resulting
composition for siRNA delivery had a particle diameter of about
200 nm, and was in a liposome form in which the particles had a
uniform particle size. The composition had a zeta potential of
about 50 mV. The particle diameter shown is a mean particle
diameter (nm) measured using a ZETASIZER 3000HSA (MALVERN
INSTRUMENT) (the volume mean particle diameter was measured using
a laser diffraction method). Zeta potential was measured using a
ZETASIZER 3000HSA (MALVERN INSTRUMENT) .

Example 3
Preparation of siRNA Complex-containing Nucleic Acid Delivery
Composition

A nucleic acid delivery compesition in a cationic
liposome form was prepared in the same manner as in Example 2,
except that the ratic of DSPC, cholestercl, and stearylamine was
7: 3: 2. As in Example 2, the resulting composition for siRNA
delivery had a particle diameter of about 200 nm, and was in a
liposome form in which the particles had a uniform particle size.

The compesition had a zeta potential of about 50 mV.

Test Example 1

Evaluation of Inclusion Efficiency of siRNA

A FITC-labeled siRNA complex was prepared in the same
manner as in Example 1 above, using FITC pre~labeled S1RNA.
Using the FITC-labeled siRNA complex, a nucleic acid delivery
composition in a cationic liposome form was prepared under the
same conditions as in Examples 2 and 3. The siRNA delivery
composition immediately after preparation was precipitated by
centrifugation (at 75,000 rpm for 1 hour), and the fluorescence
intensity of FITC-labeled siRNA present in its supernatant was

measured to calculate the siRNA inclusion efficiency (a rate (%)
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of siRNA enveloped in the liposome to the total :siRNA).

As a result, the inclusion efficiency of siRNA
indicated high levels of 97.2% when prepared under the same
conditions as Example 2, and 9%.8% when prepared under the same
conditions as Example 3. This reveals that the nucleic acid
complex of the invention has the feature of being efficiently
introduced into a carrier for nucleic acid delivery in a liposome
form. Although a restrictive interpretation is not desired, this
is presumably because highly-branched cyclic dextrin forms a

compact complex with siRNA.

Test Example 2

Evaluation Test of Cellular Safety

An evaluation was conducted uSing an MTS assay. A
CellTiter 96 Agqueous One Solution Cell Proliferation Assay
produced by Promega Corporation was used for the MIS assay.
Specifically, A594 cells (ATCC, USA) were inoculated at 3.16 x 10°
cells/well into 200 upl of bulbecco‘s Modification of Eagle's

Medium (DMEM) containing 10 vol% of fetal bovine serum (FBS) in a

96-well plate, and incubated at 37°C for 24 hours. After rinsing
with Hank's Balanced Salt Solution (HBSS) three times, the medium
was changed to DMEM without FBS. Each of the nucleic acid
delivery compositions was added in an amount of 20 pl per well
and incubated at 37°C under 5% CO, for 4 hours. Next, the culture
supernatant in the wells was changed to DMEM with 10 vol% of FBS
and incubated at 37°C under 5% CC; for 20 hours again. Twenty pl
of an MIS (tetrazolium salt) reagent and 100 pl of a DMEM medium
with 10 vol% of FBS were added to each well, and incubated for
two hours. The absorbance at 492 nm was then determined, and cell
viability was calculated. The cell viability was calculated by
setting the absorbance at 492 nm determined without adding the
nucleic acid delivery composition, which was incubated under the
above conditions, as 100%.

Fig. 2 shows the results. As shown in Fig. 2, it

became apparent that all nucleic acid delivery compositions of
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Examples 2 and 3 have low cytotoxicity and are highly safe.
Particularly, it waé confirmed that the nucleic acid delivery ‘
compositions of Examples 2 and 3 showed a significant high level

of safety.

‘Test Exampie 3

Evaluation Test of siRNA Delivery Efficiency into Cells
The intracellular introduction efficiency of siRNA was

evaluated by measuring the fluorescence intensity of FITC-labeled
SiRNA using flow cytometry. In this test, a nuéleic acid delivery
composition prepared with FITC pre-labeled siRNA was used.
Specifically, BA594 cells (ATCC, USA) were inoculated at 5 x 10°
cells/well into 500 pl of DMEM with 10 vol% of FBS in a 24-well
plate, and incubated at 37°C under 5% CO; for 24 hours. After
rinsing three times with HBSS, 0.95 ml of DMEM containing no FBS
was added. 0.05 ml of each of the nucleic acid delivery
compositions of Examples 1 and 2 were furﬁher added to each well,
and incubated at 37°C under 5% CO, for 4 hours. Next, the culture
~supernatant in the wells was changed to DMEM with 10 vol% of FBS
and incubated at 37°C under 5% CO, for 20 hours again. Each well
was rinsed with HBSS once, and 0.2 ml of CellScrubBuffer
(produced by Gene Therapy Systems, Inc.) was added. Incubation
was conducted at 37°C under 5% CO, for 15 minutes. BAgain, the
wells were rinsed with HBSS twice, and cells attached to the well
bottom were detached using trypsin and collected by
centrifugation. The resulting cells were suspended in HBSS. The
suspension was filtered through a membrane having a pore diameter
of 41 pm. The fluorescence intensity of the cells was measured
using flow cytemetry at 2 hours, 12 hours and 24 hours after the
addition of the nucleic acid delivery compesitions. As a control,
the fluorescence intensity of the cells was measured in the same
‘manner as described above, using a control nucleic acid delivery
composition obtained by mixing a solution of Lipofectamine 2000™
(produced by Invitrogen Corporation), often used as'a

commercially-available gene vector, diluted with OptiMEM media to

»
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0.1 mg/mL, and a siRNA sclution in which siRNA was diluted with
TE buffer at a concentration of 2 pyM in a volume ratio of 1:1.

FIG. 3 shows the results. It was confirmed from the
results that siRNA was persistently maintained, with its
concentration kept constant in the cells in any of the cases for
the nucleic acid delivery compositions of Examples 1 and 2.
Contrarily, the control nucleic acid delivery compositions showed
not only low initial siRNA intracellular delivery efficiency, but
also a decrease in intracellular siRNA with time, resulting in
insufficient amounts of siRNA in the cells at 12 hours, and 24

hours after addition.

BRIEF DESCRIPTION CF THE DRAWINGS

Fig. 1 shows an example of the highly branched cyclic
dextrin. ‘

Fig. 2 shows the results of Test Example 2, i.e., the
results of the evaluation of the nucleic acid delivery l
compositions for cellular safety. ‘

Fig. 3 shows the results of the evaluation of siRNA
introduction into cells mediated by each nucleic acid delivery
composition in Test Example 3. The ordinate in Fig. 3 indicates

the average fluorescence intensity per one cell.
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CLAIMS

1. A nucleic acid complex comprising a nucleic acid and

a highly branched cyclic dextrin.

2. The nucleic acid complex according to claim 1,
wherein the amount of the highly branched cyclic dextrin is 1 to

4000 parts by weight per part by weight of the nucleic acid,

3. The nucleic acid complex according to claim 1 or 2,

wherein the nucleic acid is siRNA.

4. The nucleic acid complex according to any one of
claims 1 to 3, wherein the highly branched cyclic dextrin is a
glucan with a degree of polymerization of 50 to 5000 having an
inner branched cyclic structure portion formed from o-1,4-
glucoside bonds and at least one a-1, 6-glucoside bond, and an
outer branched structure portion bound to the inner branched

cyclic structure portion.

5. The nucleic acid complex according to any one of
claims 1 to 4, which is an aggregate obtained by mixing a nucleic

acid with a highly branched cyclic dextrin in an aquecus solution.

6. A nucleic acid delivery composition comprising the
nucleic acid complex according to any one of claims 1 to % and a

nucleic acid delivery carrier.

7. The nucleic acid delivery composition according to
claim 6, wherein the nucleic acid delivery carrier is a
composition comprising (A) a diacylphosphatidylcholine, (B) at
least one member selected from cholesterol and derivatives

thereof, and (C) an aliphatic primary amine.

8. The nucleic acid delivery composition according to
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claim 7, wherein Component (A) in the nucleic acid delivery
carrier is a diacylphosphatidylcholine in which the acyl moiety

has 4 to 23 carbon atoms.
9. The nucleic acid delivery composition according to
claim 7, wherein Component (B) in the nucleic acid delivery

carrier is cholesterol.

10. The nucleic acid delivery composition according to

" claim 7, wherein Component (C) in the nucleic acid delivery

carrier is an alkylamine having 10 to 20 carbon atoms.

11. The nucleic acid delivery composition according to
claim 7, wherein the molar ratic of Components (A): (B):(C) is 5-
9:1-5:1.

12. The nucleic acid delivery composition according to
claim 7, wherein the nucleic acid delivery carrier is a liposome
preparation in which a liposome membrane is formed from

Components (A) to (C).

13. A pharmaceutical composition comprising the nucleic

acid delivery composition according to any one of claims 6 to 12.

14. Use of the nucleic acid delivery composition
according to any one of claims 6 to 12 to produce a

pharmaceutical for delivering a nucleic acid into a cell.

15. A method for delivering a nucleic acid into a cell,
the method comprising the step of bringing the nucleic acid

delivery composition according to any one of claims 6 to 12 into

contact with the cell.
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DESCRIPCION

COMPLEJO DE ACIDO NUCLEICO Y COMPOSICION DE SUMINISTRO DE

ACIDOS NUCLEICOS

CAMPO TECNICO

La presente invencién se relaciona con un complejo de acido nucleico que
persistentemente puede residir en una célula y tiene baja toxicidad y alta

seguridad, y una composicion para €l suhinistro de acido nucleico.
TECNICA ANTECEDENTE

Con los recientes desarrollos en biotecnologia, se ha descubierto una
variedad de acidos nucleicos que exhiben ‘funciones fisiolégicamente activas en
‘Ias células. Por ejemplo, se sabe que el siARN (ARN interferente pequerio) origina
la degradaciéon del mARN de un gen cobjetivo en una célula, e interfiere con la
expresion del gen objetivo (interferencia de ARN). La funcién inhibidora en la
expresion de genes objetivo debido a tal interferencia de ARN es util para la

mitigacion o tratamiento de sintomas de enfermedades originados por la expresién

‘anormal de genes especificos o grupos de genes y se espera el desarrollo de

agentes terapéuticos utilizando siARN. Sin embargo, ya que los acidos nucleicos
son macromoléculas solubles en agua qﬁe tienen una carga negativa, que tienen
extremadamente bajas eficiencias de suministro de genes intracelulares, resultan
en efectos terapéuticos ineficientes segun las terapias génicas que incluyen las

terapias siARN.
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Se ha conocido el uso de un portador (vector) por suministrar
eficientemente genes en las células. Los vectores incluyen vectores viricos y
vectores no viricos. Los vectores viricos tienen aita eficiencia de introduccion de
acido nucleico: sin embargo, existen varios aspectos de seguridad desconocidos
que incluyeﬁ patogenicidad, inmunogenicidad y citotoxicidad. Por lo tanto, se

desea el uso de vectores no viricos para aplicaciones clinicas.

Eiemplos de vectores no viricos incluyen Lipofectamina TM2000, que ya
esta disponible comercialmente. Adicionalmente, se han reportado un lipido
catibnico con una estructura especifica (ver, Documento de Patente 1), v una‘
composicion (ver, Documento de Patente 2) que contiene un compuesto anfifilico y
un poiicatién. El suministro de acidos nucleicos intracelular utilizando un vector no
virico se conduce al mezclar primero el acido nucleico a ser suministrado con el
vector no virico para formar un complejo, luego poner el complejo en contacto con
la célula objetivo. Cuando un vector no virico puede formar un liposoma, el vector
se incorpora en una célula con un acido nucleico envuelto en el liposoma, lo que

conduce por |o tanto al suministro de acido nucleico intracelular

Los acidos nucleicos tales como siARN, sin embargo, tienen las
caracteristicas especificas de pobre estabilidad y una fuerte carga eléctrica. Por lo
tanto, el acido nucleico ha reducido problematicamente la estabilidad cuando se

mezcla con un vector no virico, que inhibe la introduccion de acido nucleico

continua en una célula. Aungue se ha conocido un ejemplo en el que un acido

nucleico se entrapa en un liposoma at formar un complejo del siARN y el polimero
catidnico (ver, Documento de no Patente 1), este no se puede utilizar en la
practica en vista de la citotoxicidad del polimero catidnico. Adicionalmente, atin

cuando se puede formar un complejo estable utitizando un vector no virico
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conocido y un acido nucleico, el complejo puede tener una baja capacidad de
suministro intracelular o se puede suministrar rapidamente en una celula. Por io
tanto, tales vectores no viricos conocidos no pueden mantener persistentemente el
acido nucleico en la célula; lo que falla en maniener los efectos deseados

obtenidos mediante el acido nucleico.

A la luz de la técnica antecedente, se ha deseado el desarrollo de técnicas
para suministrar eficientemente un acido nucleico (por ejemplo, siARN) en una
célula y para mantener persistentemente el acido nucleico con baja toxicidad y alta

seguridad.

Documento de Patente 1: Solicitud de Patente No examinada Japonesa No. 2002-

529439
Documento de Patente 2: Solicitud de Patente No examinada Japonesa No. 2005-
508394
Documento de no Patente 1. Kentaro Kogure et al., Development of a non-viral-

multifunctional-envelope-type nano device by a novel lipid film hidration method, J.

Control. Release, 98 (2004) 317-323

DESCRIPGION DE LA INVENCION

PROBLEMAS A SER RESUELTOS POR LA INVENCION

Un objeto de la presente invencion es resolver los problemas de ia técnica
anterior. Especificamente, un objeto de la presente invencion es proporcionar un
c‘:omplejo de acido nucleico con baja toxicidad y alta seguridad que puede
mantener persistentemente un acido nucleico, tal como siARN o similares,'en una

célula; y una composicién de suministro de acido nucleico que puede suministrar
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eficientemente el complejo de acido nucleico en una celula. Otro objeto de la
presente invencion es proporcionar una composicion farmacéutica que comprende
una composicién de suministro de acido nucleico, y un método para suministrar un
acido nucleico en una célula al poner una composicion de suministro de acido

nucleico en contacto con la célula.
MEDICS PARA RESOLVER LOS PROBLEMAS

Los presentes inventores conducen uha investigacidn extensiva para
resolver los problemas anteriores, y encuentran que se puede obtener un complejo
de acido nucleico con baja toxicidad y alta seguridad que persistentemente puede
mantener un &cido nucleico en una célula mediante la formacién de un complejo
con el acido nucleico que' se introduce en la céiula y una dextrina muy ciclica
altamente ramificada. Los presentes inventores encuentran adicionalmente que la
seguridad, la eficacia del sumitnistro intracelular, y la persistencia intracelular de un
acido nucleico se p.uede mejorar adicionalmente al utilizar, como un portador de
suministro de acido nucleico para introducir el complejo de acido nucleico en una
célula, un portador que comprende (A) una diacilfosfatidilcolina, (B) de colesterol
y/o un derivado del mismo, y (C) una amina primaria alifatica. La presente

invencion se lleva a cabo al conducir investigaciones adicionales basadas en estos

hallazgos.
La presente invencién proporciona los siguientes ftems:

ltem 1. Un complejo de acido nucleico que comprende un acido nucleico Yy

una dextrina ciclica altamente ramificada.
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item 2. El complejo de acido nucleico de acuerdo con el item 1, en donde la
cantidad de la dextrina ciclica altamente ramificada es 1 a 4000 partes en peso por

parte en peso del acido nucleico.

item 3. El complejo de acido nucleico de acuerdo con el item 1 0 2, en

donde el acido nucleico es siARN.

item 4. El complejo de &cido nucleico de acuerdo con uno cualquiera ae los
items 1 a 3, en donde la dextrina ciclica altamente ramificada es un glucosano con
un grado de polimerizacion de 50 a 5000 que tiene una porcidon de estructura
ciclica ramificada interna formada de enlaces a-1,4-glucdsido y por lo menos un
enlace a-1,6-glucosido, y una porcidn de estructura ramificada externa unida a la

porcion de estructura ciclica ramificada interna.

item 5. El complejo de acido nucleico de acuerdo con unoc cualquiera de los
ftems 1 a 4, que es un conjunto obtenido al mezclar un acido nucleico con una

dextrina ciclica altamente ramificada en una solucién acuosa.

item 8. Una composicion de suministro de acido nucleico que comprende el
complejo de acido nucleico de acuerdo con uno cualquiera de los items 1a 5y un.
portador de suministro de acido nucleico.

ftem 7. La composicién de suministro de acido nucleico de acuerdo con el
item 6, en donde el portador de suministro de acido nucleico es una compaosicion
que comprende (A) una diacilfosfatidilcolina, (B} por lo menos un miembro
seleccionado de colesterol y derivados del mismo, y (C) una amina primaria

alifatica.
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ftem 8. La composicién de suministro de acido nucleico de acuerdo con el
item 7, en donde el Componente (A) en el portador de suministro de &acido
nucleico es una diacilfosfatidilcolina en la que el grupo funcional acilo tiene 4 a 23
atomos de carbono.
1
item 9. La composicion de suministro de acido nucleico de acuerdo con el

ftem 7, en donde el Componente (B) en el portador de suministro de acido

" nucleico es colesterol.

ftem 10. La composicién de suministro de acido nucleico de acuerdo con el
item .‘7, en donde el Componente (C) en el portador de suministro de &acido

nucleico es una alquilamina que tiene 10 a 20 atomos de carbono.

ftem 11. La composicién de suministro de acido nucleico de acuerdo con el

item 7, en donde ia relacion molar de los Componentes (A):(B):(C) es 5-9:1-5:1.

ftem 12. La composicién de suministro de acido nucleico de acuerdo con el
item 7, en donde el portador de suministro de acido nucleico es una preparacion

de liposoma en la que una membrana de liposoma se forma de los Componentes

(A) a (C).

ftem 13. Una composicion farmacéutica que comprende la composicion de

suministro de acido nucleico de acuerdo con uno cualguiera de los items 6 a 12.

iter_n 14. La composicion farmacéutica de acuerdo con el item 13, en donde

el acido nucleico es siARN.

S
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item 15. Uso de la composicién de suministro de acido nucleico de acuerdo
con uno cualquiera de los items 6 a 12 para producir un producto farmacéutico

para suministrar un &cido nucleico en una celula.

item 16. El uso de acuerdo con el item 15, en donde el acido nucleico es

SIARN. ‘

item 17. Un método para suministrar un acido nucleico en una célula, el
método comprende la etapa de poner la composicion de suministro de acido
nucleico de acuerdo con uno cualquiera de los items 6 a 12 en contacto con la

célula.

item 18. El método de acuerdo con el item 17, en donde el acido nucleico

es siARN.

EFECTOS DE LA INVENCION

El complejo de acido nucleico de la presente invencién se obtiene al formar
un acido nucleico en un complejo utilizando una dextrina ciclica altamente
ramificada, haciendo por lo tanto posible que el complejo de acido nucleico sea
altamente seguro sea capaz de mantener establemente el acido nucleico en una
célula durante un largo periodo de tal manera que se puedan exhibir
persistentemente los efectos Gtiles basados en el acido nucleico, Adicionalmente,
el complejo de acido nucleico de la presente invencion se puede formar facilmente
en un complejo con un portador de suministro de acido nucleico, y se puede

encapsular facilmente ain en un portador de suministro de acido nucleico en

S 4
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forma de liposoma. El complejo de la presente invencién es por lo tanto tambien
excelente en la facilidad de formulacién en una composicién de suministro de
acido nucleico. Adicionalmente, la composicién de suministro de &cido nucleico de

la presente invencién puede introducir el complejo de acido nucleico en una célula.

Para suministrar el complejo de acido nucleico de ia presente invencién en
una célula, el uso de un portador que comprende (A) una diacilfosfatidilcolina, (B)
colesterol y/o un derivado del mismo, y (C} una amina primaria alifatica, como un
portador para suministro intracelular puede incrementar la eficiencia de suministro
intracelular del complejo de acido nucleico, y puede mejorar adicionalmente la

persistencia y seguridad de tal suministro intracelular.

Como se describid anteriormente, el complejo de acido nucleico y la
composicién de suministro de acido nucleico de la presente invencion puede
exhibir efectos utiles basados en el acido nucleico efectivamente,
persistentemente, y con alta seguridad; por lo tanto, el complejo y la composicion
son particularmente Gtiles como productos farmacéuticos para terapia'génica. Asi,
la composicion farmacéutica o método para suministrar un acido nucleico en una

célula de acuerdo con la presente invencidn puede suministrar un acido nucleico

" en una célula mas efectivamente.

MEJOR MCDO DE LLEVAR A CABO LA INVENCION

L.a presente invencion se describe adelante en detalle.

(1) Compleio de Acido Nucleico
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El complejo de acido nucleico de la presente invencion comprende un acido

nucleico y una dextrina ciclica altamente ramificada.

El acido nucleico utilizado para el complejo de acido nucleico de la presente
invencion no se limita por el tipo o esftructura, mientras que necesita ser
suministrado en la célula. Ejemplos especificos de tales acidos nucleicos incluyen
siARN, mARN, tARN, rARN, cADN, miARN (microARN), ribozimas, oligos
anticedificantes, oligonucledtidos senuelo, ADN plasmido, acidos nucleicos de
peéptido, oligonucledtidos que forman triplex (TFOs), aptameros, genes, etc., entre
los que se prefiere el siARN. El siARN tiene la desventaja de baja eétabilidad en la
presencia de vectores no viricos conocidos hasta ahora, pero cuando se forma el
siARN en el complejo de acido nucleico de la presente i‘nvencién,l tiene la
capacidad de ser suministrado continuamente en una célula asi como también
tiene excelente estabilidad. El acido nucleico utilizado en el complejo de écido
nucleico de la presente invencidon se puede derivar de humanos, animales,
pléntas, bacterias, virus, o similares, o se puede sintetizar quimicamente. Tales
acidos nucleicos pueden ser monocatenarios, bicatenarios, o tricatenarios, y no se
limitan por el peso molecular. Adicionalmente, en la presente invencion, se pueden
utilizar acidos nucleicos modificados con quimicos, enzimas, o peéptidos.
Adicionalmente, en la presente invencion, se pueden utilizar acidos nucleicos

individualmente o en una combinacién de dos o mas.

La dextrina ciclica altamente ramificada utilizada en el complejo de acido
nucleico de la presente invencién se produce al dejar actuar una enzima
ramificada en un sacarido que tiene enlaces o-1,4-glucésido y por lo menos un
enlace a-1,6-g|ucésido,‘tal como amilopectina, y es un glucosano con un grado de

polimerizacion de 50 a 5000 que tiene una porcidn de estructura ciclica ramificada
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interna y una porcién de estructura ramificada externa. La porcién de estructura
ciclica ramificada interna es una porcién de estructura ciclica formada de enlaces
a-1,4-glucdsido y por lo menos un enlace a-1,6-glucdsido; y la porcion de
estructura ramificada externa es una porcién de estructura no ciclica unida a la
porcion de estructura ciclica ramificada interna. La porcién de estructura
ramificada externa se une a la porcién de estructura ciclica ramificada interna a
través de pbr lo menos un enlace a-1,6-glucdsido. Las formas preferibles de Ia
dextrina ciclica altamente ramificada incluyen el glucosano anteriormente
mencionado en el que la porcidn de estructura ciclica ramificada interna tiene un
grado de polimerizacién de 10 a 100, el glucosano anteriormente mencionado en
el que la porcidn de estructura ramificada externa tiene un grado de polimerizacién
de 40 o mas, y el glucosano anteriormente mencionado en el que las cadenas de
unidades de {a porcidn de estructura ramificada externa tienen un grado promedio
de polimerizacion de 10 a 20. La dextrina ciclica altamente ramificada se puede
ilustra como en, por ejemplo, la Figura 1 en la que la porcion de estructura ciclica
ramificada interna se indica por (i) y la porcidn de estructura ramificada externa se

indica por (ii).

El grado de polimerizacion se puede determinar mediante filtracion de gel
utilizando un refractdmetro diferencial, de la posicién de elucién de un material del
que se conoce el grado de polimerizacién. En esta determinacion, la salida de un.
refractometro diferencial es proporcional a la concentraciéon del glucosano, y [a
salida de un fotdémetro de dispersion de luz laser de bajo angulo es proporcional al
producto del grado de polimerizacién y concentracion del glucosano. Por lo tanto,
él grado de polimerizacion del glucosano se puede determinar al medir la relacion

de las salidas de los dos detectores, es decir, un refractémetro diferencial y un
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fotémetro de dispersién de luz laser de bajo angulo. Las condiciones especificas.

se describen en la US6248566B1 (Patente japonesa No. 3107358).

La dextrina ciclica altamente ramificada y el proceso de produccion de ésta
se describen en la US6248566B1 (Patente japonesa No. 3107358), y la dextrina
ciclica altamente ramificada se vende bajo la marca registrada de “Cluster Dextrin”

por Ezaki Glico Co., Lid.

En el complejo de acide nucleico de la presente invencién, la relacién de la
dextrina ciclica altamente ramificada al acido nucleico no se limita, pero es
usualmente 1 a 4000 partes en peso, preferiblemente 10 a 1000 partes en peso, y
mas preferiblemente 100 a 400 partes en peso, de la dextrina ciclica altamente
ramificada por parte en peso del acido nucleico. En términos de relacion molar, la
relacion anterior es, por ejemplo, 0.1 a 1000 mol, preferiblemente 1 a 100 mol, y
mas preferiblemente 10 a 20 mol, de la dextrina ciclica altamente ramificada por
mol del 4cido nucleico. La satisfaccion de esta relacion permite hacer mas notable
la continuidad del suministro intracelular de acido nucleico mediante un portador

de suministro de acido nucleico, y la seguridad del mismo.

El diametro de particula promedio del complejo de acido nucleico de la
Vpresente invencion es usualmente 6 a 60 nm, preferiblemente 8 a 30 nm, y mas
preferiblemente 10 a 20 nm. El diametro de particula promedio del complejo de
acido nucleico se mide como un didmetro de particula promedio en volumen

utilizando un método de dispersion de luz laser dinamico.

El complejo de acido nucleico de la presente invencién es un complejo

formado por la agregacion del acido nucleico y la dextrina ciclica altamente
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ramifiéada. E! comp|ejo de Acido nucleico de ia presente invencién se produce at
mezclar el acido nucleico y la dextrina ciclica altamente ramificada en una solucién
que puede dispersar establemente los dos compuestos. Ejemplos especificos de
soluciones que pueden dispersar establemente el acido nucleico y la dextrina
ciclica altamente ramificada incluyen amortiguadores tales como Tris y similares.
Los amortiguadores pueden contener agentes quelantes tales como Aacido
etilenodiaminatetraacético (EDTA) y similares. Las condiciones para mezclar el
acido nucleico y la dextrina ciclica altamente ramificada pueden ser tales que, en
la solucion mencionada anteriormente, por ejemplo, aproximadamente 0.1 um a
aproximadamente 100 pm, preferiblemente aproximadamente 1 um a
aproximadamente 10 ym, del acido nucleico se mezclan con aproximadamente 1
gm a aproximadamente 1000 um, y breferiblemente aproximadamente 10 ym a
aproximadamente 100 um, de la dextrina ciclica alfamente ramificada, a
temperatura ambiente durante aproximadamente 1 a aproximadamente 100
minutos, y preferiblemente aproximadamente 5 a aproximadamente 10 minutos. Ei
complejo de acido nucleico de la presente invencién asi producido esta presente
como una dispersion en la solucion. La dispersion se puede mezclar como esta es,
o después de dilucién o concentracion si es necesario, con un portador de

suministro de acido nucleico.

(2) Composicion de Suministro de Acido Nucleico

El complejo de acido nucleico se incorpora en un portador de suministro de

“acido nucleico al ser mezclado con el portader de suministro de acido nucleico, y

de esta manera el acido nucleico permite ser suministrado en una célula. Esto es,

la presente invencién también propeorciona una composicidn de suministro de



10

15

20

25

13 6j

acido nucleico que comprende e! complejo de acido nucleico y un portador de

suministro de acido nucleico.

El portador de suministro de acido nucleico es un vector no virico utilizado
como un _bortador de acido nucleico para suministrar (introducir) un acido nucleico
en u.na célula. La composicidn de suministro de acido nucleico es una composicion
utilizada para poner el acido nucleico en contacto con la célula en la que se
suministrara el acido nucleico, con el fin de introducir ei acido nucleico contenido

en la composicion en la célula.

Formulacion de Portador de Suministro de Acido Nucleico

El portador de suministro de acido nucleico utilizado en la composicién de
suministro de acido nucleico de la presente invencion no se limita mientras que
éste sea capaz de incorporar un acido nucleico en una célula. Ejemplos de
portadores de suministro de acido nucleico usables ir_xcluyen portadores conocidos

tales como LipofectaminaTM 2000 y similares.

Desde el punto de vista de la mejora adicional de la persistencia intracelular
del acido nucleico contenido en el complejo de &acido nucleico, y la mejora
adicional de la eficiencia y seguridad de suministro intracelular, es preferible
utilizar, por ejemplo, un portador que comprende (A) una diacilfosfatidilcolina, (B)
colesterol y/o un derivado del mismo, y (C) una amina primaria alifatica (en lo

sucesivo denominada como “Portador 17).

La diacilfosfatidilcolina (en lo sucesivo algunas veces denominada como

“Componente (A)") utilizada en el Portador 1 no se limita mientras que sea
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farmacologicamente aceptable, y puede ser, por ejemplo, una diacilfosfatidilcolina
en la que el grupo funcional acilo tiene 4 a 23 atomos de carbono. Los nameros de
carbono de los dos grupos acilo que constituyen la diacilfostatidilcolina pueden ser

iguales o diferentes.

Ejemplos especificos de diacilfosfatidilcolinas incluyen
dilauroiifosfatidilcolina, dimiristoilfosfatidilcolina, dipalmitoilfosfatidilcolina,
diestearoilfosfatidilcolina, dioleoilfosfatidilcolina, dilinolecilfosfatidilcolina,
miristoilpalmitoilfosfatidiIcoiina, _ miristoiIestearoilfosfatidilcoliha,
palmitoilestearoilfosfatidilcolina, dibutiloiifosfatidiicolina, dihexanoilfosfatidilcolina,
diheptanoilfosfatidilcolina, didecanoilfosfatidilcolina, diftanoilfosfatidifcolina,
didodecilfosfatidilcolina, diei_cosanoilfosfatidi!coiina, dihenicosanoilfosfatidilcolina,
dierucoilfosfatidilcolina, diaraquidonoilfosfatidilcolina,
bis(tricosadinoil)fosfatidilcolina, etc. Entre estos, los ejemplos preferibles incluyen
diacilfosfatidilcolinas en las que el grupo funcional acilo tiene 12 a 18 atomos de
carbono; ejemplos mas preferibles incluyen  dimiristoilfosfatidilcolina,
dipalmitoilfosfatidilcolina, diestearoilfosfatidilcolina, miristoilpalmitoilfosfatidilcolina,
miristoilestearoilfosfatidilcolina, palmitoilestearoilfosfatidilcolina, y .
diacilfosfatidilcolinas similares en las que el grupo funcional acilo tiene 13 a 17
atomos de carbono; particularmente  ejemplos  preferibles  incluyen
dimiristoilfosfatidilcolina, dipalmitoilfosfatidilcolina, y diestearoilfosfatidilcoling; y los
elemplos mas  preferibles  incluyen  diestearoilfosfatidilcolina.  Tales

diacilfosfatidilcolinas se pueden utilizar solas 0 en una combinacion de dos o mas.

El colesterol y/o un derivado del mismo (en lo sucesivo algunas veces
denominado como “Componente (B)") utifizado en el Portador 1 no se limita

mientras este sea farmacologicamente aceptable. Los derivados de colesterol son
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lipidos catidnicos con una cadena principal de colesterol, y ejemplos especificos
incluyen 3B-[N-(N’,N’-dimetilaminoetano)-carbamoillcolesterol (DC-Col), yoduro de
3B-[N’, N’ N'-trimetilaminoetano]colesterol (TC-Col), bis{guanidinic)-tren-cclesterol
(BGTC), N-colesteriloxicarbonil-3,7-diazanonan-1,9-diamina, B-alanina- |
dietanolamina-colesterol, N*espermina colesteril carbamato (GL-67), NIN*-3-
aminopropilespermidinajcolesteril carbamato (GL-78), N*-espermina colesteril
carboxamida (GL-90), N' NE-bis(arginina carboxamida)-N*-espermidina colesteril
carbamato  (GL-95), vy N-[N1,N4,N8—tris(3-aminopropiI)espermidina]colesteril
carbamato (GL-96). Ejemplos preferibles del Componente (B) incluyen colesterol.
En el Portador 1, el célesterol y los derivados del mismo se pueden utilizar solos o

en una combinacion de dos 0 mas como Componente (B).

La amina primaria alifatica (en lo sucesivo algunas veces denominada como
“Componente (C)") utilizada en el Portador 1 no se limita mientras ésta sea
farmacolégicamente aceptable, y puede ser, por ejemplo, una alquilamina en la

que el grupo funcional alquiio tiene 10 a 20 atomos de carbono.

Ejemplos especificos de aminas primarias alifaticas incluyen laurilamina,
miristilamina, palmitilamina, estearilamina, oleilamina, decanoilamina, ftanoilamina,
etc. Entre estas, son preferibles las alquilaminas en las que el grupo funcional
alguilo tiene 12 a 18 atomos de carbono; son mas preferibles la estearitamina,
oleilamina, y palmitéilamina; y es especialmente preferible la estearilamina. Estas

aminas primarias alifaticas se pueden utilizar solas o en una combinacion de dos o

mas.

El Portador 1 comprende una combinacién de los Componentes (A) 2 (C)

descrita anteriormente. Con el fin de mejorar adicionalmente la eficiencia de
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suministro intracelular de un acido nucleico, y reducir adicionaimente la toxicidad,

son preferibles las siguientes combinaciones:

(A) una diacilfosfatidilcolina en la que el grupo funcional acilo tiene 4 a 23 atomos

de carbono, (B) colestero! y/o un derivado del mismo, y (C) una alquilamina C10-

‘ 20; y mas preferiblemente, (A) dimiristoilfosfatidilcolina, dipalmitoilfosfatidilcolina,

y/o diestearoilfosfatidilcolina, (B) colesteroi, y (C) estearilamina.

En el Portador 1, la relacidén de los Componentes (A) a (C) no se limita, y
puede ser , por ejemplo, una relacion molar de los Componentes (A):(B):(C) de 5-
9:1-5:1, preferibilemente 6-9:1-4:1, y mas preferiblemente 7-8:2-3:1. La satisfaccion
de tal relacion hace posible alcanzar el suministro de acido nucleico intracelular

con eficiencia mas mejorada y baja toxicidad.

La cantidad total de los Componentes (A) a (C) en la cantidad total del
Portador 1 es, por ejemplo, 1 a 100% en peso, preferiblemente 20 a 90% en peso,

y mas preferiblemente 30 a 70% en peso.

El Portador 1 puede contener, en adicion a los Componentes (A) a (C),"

otros lipidos cationicos. Ejemplos especificos de lipidos cationicos utilizables

incluyen  escualamina, 3a,7a,12a-tris(3-aminopropoxi)-53-colan-24-(N,N-bis(3-

aminopropil)amina), 3a,7a,12a-tris(3-aminopropoxi)-5p-colan-24-(N-(N-(3-
aminopropil))-3-aminopropil)amina, 3a,7a,12a-tris(3-azidopropoxi)-5B-colan-24-
(N,N-bis{2-cianoetil)amina)), 3a,7a,12a-tris(3-azidopropoxi)-5p-colan-24-(N-

(benciloxicarbonil)-N-(3-hidroxipropil)amina), vy lipidos catiénicos similares a los
que se unen los esteroides; los conjugados de espermina-umbrela y lipidos

catidnicos similares a los que se une el acido cdlico; los lipidos catiénicos a los
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que se une el esterol glucdsido; lipidos catiénicos a los que se une la saponina
esteroide; sal de bromuro de dimetildioctadecilamonio (DDAB), 1,2-dimiristoil-3-
trimetilamonio propano, 1,2-dioleoil-3-trimetilamonio propano (DOTAP), 1 2-

dioleoii-3-trimetilamonio  propano - metilsulfato, 1,2-dipalmitoil-3-trimetilamonio

“propano, 1,2-distearoil-3-trimetilamonio  propano, clorhidrato de N-(1-(2,3-

bis(oleciloxi)propi!)-N,N N-trimetilamonio  (DOTMA), sal de bromuro de
dimiristoiloxipropil dimetilhidroxietilamonio (DMRIE), bromuro de dioleoiloxipropil
dimetithidroxietilamonio (DORIE), bromuro de dimetildidodecilamonio, clorhidrato
de  N-(a-trimetifammonioacetil)/didodecil-D-glutamina, clorhidrato de N-(a-
trimetilammonioacetil)-O,0'-bis-(1H,1H,2H,2H-perfluorodecil)-L-glutamina,

clorhidrato de 0O,0'-didodecanoil-N-(a-  trimetilammonioacetil)dietanclamina,
bromuro. de  metilall  didodecil amonio, clorhidrato de = N-{p-(w-
trimetiiammoniobutiloxi)henzoil}-didodecil-L-glutamina, bromuro  de 9-(w-
trimetilammoniobutil)-3,6-bis(dodecanoil)carbazol, clorhidrato de dimetildioctadecil
ambnio, bromuro de  N-w-trimetilammoniodecanoil-dihexadecil-D-glutamina,
bromuro de N-{p-(w-trimetilammoniohexiloxi)-benzoil}-ditetradecil-L-glutamina, sal
de bromuro de p-(w-trimetilammoniodeciloxi)-p’-octiloxiazobenceno (MC-1-0810),
sal de bromuro de p-{w-(b-hidroxietil}dimetil-ammonio-deciloxi}-p’-
octiloxiazobenceno (MC-3-0810), sal de bromuro de O,0,0"-tridodecanoil-N-(w-
trimetil-ammoniodecanoil)-tris(hidroximetityaminometano  (TC-1-12), 1,2-dilauril-
glicero-3-etilfosfocolina, .1,2—dimiristoil-glicero-B-etiIfosfocolina, 1,2-dipalmitoil-
glicero-3-etilfosfocolina, 1,2-distearoil-glicero-3-etilfosfocolina, 1,2-dioleoil-glicero-
3-etilfosfocolina, 1-paimitoil-2-oreoil-glicero-3-etiffosfocolina, y lipidos catiénicos

del tipo sal de amonio cuaternario similares; etc.

Cuando el Portador 1 contiene un lipide catidnico diferente de los

Componentes (A) a (C), la proporcién del lipido catidnico no se limita mientras que
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no se deterioran los efectos de la presente invencion, y pueden ser, por gjempio, 1
a 10 partes en peso, preferiblemente 2 a 8 partes en peso, y mas preferiblemente
4 a 6 partes en peso, por 100 partes en peso de los Componentes (A) a (C) en

total.

El Portador 1 puede contener adicionalmente una base aceitosa, si es
necesario. La adicién de una base aceitosa para utilizar sus propiedades capaces
del control de la eficiencia de la introducciéon de acido nucleico mediante el_
Portador 1. Por ejemplo, cuando se agrega una base aceitosa para ajustar la
gravedad especifica del Portador 1, se puede controlar el contacto de una célula
con el Portador 1, mejorando de este modo la eficiencia de introduccion in vitro.
Adicionalmente, por ejemplo, cuando se agrega una base aceitosa con una
funcidén de sensibilidad a la temperatura, el nicleo del portador de acido nucleico
se puede desintegrar bajo condiciones de temperatura predeterminadas para
inducir las fluctuaciones en la superficie celular, mejorando de este modo la
eficiencia de la introduccion del acido nucleico. Adicionalmente, por ejemplo,
cuando se égrega una base aceitosa que tiene una capacidad de ser interrumpida
por un estimulo interno, el nucleo del Portador 1 se puede desintegrar mediante un
estimulo externo para inducir fluctuaciones en la superficie celular, mejorando de

este modo la eficiencia de la introduccion del acido nucleico.

Ejemplos de bases aceitosas que se pueden agregar al Portador 1 incluyen
perﬂudrocarbono, perfluoropentano, bromuro de perfluorooctilo, perfluorohexano,
perfluorotributilamina, aceite de soya, aceite de soya refinado, aceite de soya
hidrogenado, aceite de 'soya no saponificado, escualeno, aceite de ricino, aceite
de clavo',' trioleato de sorbitan, aceite de trementina, aceite de cartamo, acidos

grasos de aceite de cartamo, acido oleico , aceite de palma, aceite de colza, aceite
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de fusel, aceite de oliva, aceite de linaza, aceite de sésamo, aceite de clorofila,
aceite de croton, aceite de bergamota, aceite de cedro, aceite de naranja, aceite
de hinojo, aceite de euéalipto, aceite de maiz, aceite de lavanda, aceite de
orégano, aceite de limén, aceite de algoddn, aceite de coco, aceite de yema de
huevo, aceite de rosa, aceite de pino, aceite de almendras, aceite de cacahuete,
aceite de camelia, aceite de aicanfor blanco, aceite de manzanilla, aceite de
canela, aceite de menta, aceite de maiz esterificado, aceite de jengibre, aceite de
manzanilla romana, aceite de serpiente, aceite de menta verde, aceite de girasol,
manteca de cacao, aceite de germen de trigo, aceite de dxido de zinc, aceites
endurecidos, aceites vegetales hidrogenados, parafina liquida ligera, parafina
liquida, trigiicéridos de acidos grasos de cadena media, aceite de vison, aceite de
naranja amarga, aceite de polioxietileno ricino, aceite de polioxietileno ricino
hidrogenado, aceite de polioxietileno ricino hidrogenado 10, aceite de polioxietileno
ricino hidrogenado 100, aceite de polioxietileno ricino hidrogenado 20, aceite de
polioxietileno ricino hidrogenado 40, aceite de polioxietileno ricino hidrogenado 5,
aceite de polioxietileno ricino hidrogenado 50, aceite de polioxietileno ricino
hidrogenado 60, aceite de potioxil ricino 35, aceites de proceso, etc. Entre tales
bases aceitosas, perfluoropentano es sensible a la temperatura, y tiene la
propiedad de ebullicion a 29.5° C y de esta forma llega -a ser un gas.
Adicionalmente, el perfluorohexano, bromuro de perfluorooctic vy
perfluorotributilamina tienen la capacidad de ser interrumpidos por un esﬂmulo
externo, y tienen la propiedad de originar cavitacién en el nacleo del Portador 1y

se desintegran cuando reciben un estimulo externo como la irradiacion ultrasénica.

Cuando se contiene una base aceitosa, la proporcién de la misma no se
limita mientras que no se deterioran los efectos de la presente invencion, y pueden

ser, por ejemplo, 0.1 a 50 partes en peso, preferiblemente 1 a 30 partes en peso, y
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mas preferiblemente 5 a 20 partes en peso, por 100 partes en peso de los

Componentes (A) a (C) en total.

El Portador 1 puede contener adicionalmente un lipido de membrana

fusogénica (lipido auxiliar) si es necesario. Cuando contiene un lipido de

membrana fusogénica, el Portador 1 tiene eficiencia de suministro de &cido
nucleico intracelular mejorada adicional. Ejemplos de tales lipidos de membrana
fusogenica incluyen dioleoilfosfatidiletanolamina, dioleoilfosfatidilcolina,

\

transfosfatidilfosfatidiletanolamina, 1,2-bis-(10,12-tricosadinoil)-fosfoetanclamina,

1,2-dielaidoilfosfoetanolamina, 1,2-dihexadecilfosfoetanoclamina, 1,2-
dihexanoilfosfoetanolamina, 1,2-dilauroilfosfoetanolamina, 1,.2-
dilinoleoilfosfoetanolamina, 1,2-dimiristoilfosfoetanolamina, | 1,2-
dioleoilfosfoetanclaming, 1 ,2-dipa1mitoleoilfosfoetanolamina, 1,2-
' dipalmitecilfosfoetanolamina, 1,2-difitanoilfosfoetanolamina, o1,2-

diestearoilfosfoetanolamina, 1-palmitoil-2-oleocilfosfoetanolamina, 1-paimitoil-2-
(10,1 2—tricosadinoil)fosfoetanollamina, 1,2-dioleoilfosfoetanclamina-N-caproilamina,
1,2—dipalmitoilfo'sfoetano!amina-N-caproilamina, 1,2-dioleoilfosfoetanolamina-N,N-
dimetilo, ' 1,2-dipalmitoiifosfoetanclamina-N,N-dimetilo, 1,2-
dipalmitoilfosfoetanolamina-N-dodecanoilo, 1,2-dioleoilfosfoetanolamina-N-
dodecanoilo, 1 ,2-dio|edilfosfoetano!amina—N-dodecaniIamina, 1,2-
dipalmitoilfosfoetanolamina-N-dodecanilamina, 1,2-dioleoilfosfoetanclamina-N-
glutarilo, 1,2-dipalmitoilfosfoetanolamina-N-giutarilo, 1,2-dioleoilfosfoetanolamina-
N-lactosa, 1,2-dioleoilfosfoetanolamina-N-{4(p-maleimidemetil)ciclohexano-
carboxilato](,dipa!mitoiifosfoetanoiamina-N-[4(§—maTeimidemetil)ciclohexano-

carboxilato], 1,2-dipalmitoilfosfoetanolamina-N-[4(p-maleimidefenil)butilamida], 1,2-
dioleoilfosfoetanolamina-N-[4(p-maleimidefenil)butirato], 1,2-

dicleailfosfoetanoiamina-N-metilo, dipa|mitoi|foéfoetanolamina-N-meti&o, 1,2-



10

15

20

25

.

dioleoilfosfoetanolamina-N-[3-(2-piridilditio)propionato], 3 1,2-
dipalmitoilfosfoetanciamina-N-[3-(2-piridilditio)propionato], 1.2-
dioleoilfosfoetanolamina-N-(succinil), 1,2-dipalmitoilfosfoetanolamina-N-(succinil),
etc. Entre tales lipidos, se puede utllizar ventajosamente la

dioleoilfosfatidiletanolamina en el Portador 1.

Cuando se contiene tal un lipido de membrana fusogénica, la proporcidn de
este no se limita mientras que no se deterioran los efectos de la presente
invencion, y puede ser, por ejemplo, 1 a 500 partes en peso, pfeferiblemente 10 a
250 partes en peso, y mas preferiblemente 25 a 100 partes en peso, por 100

partes en peso de los Componentes {(A) a (C) en total.

El Portador 1 puede contener varios aditivos tales como agentes de
isotonizacion, excipientes, diluyentes, espesantes, estabilizadores,
amoﬁiguadores, conservantes, etc.; y/o vehiculos acuosos tales como agua
purificada, soluciones de azlcar acuosas, soluciones amortiguadoras, solucién
salina fisioldgica, solucién de polimero acuosas, agua libre de RNasa, etc.: de
acuerdo con la forma de uso. Las cantidades de tales aditivos y vehiculos acuosos

a ser agregada se pueden seleccionar adecuadamente de acuerdo con la forma

de uso del portador de suministro de acido nucleico.

Forma del Portador de suministro de acido nucleico

La forma del portador de suministro de acido nucleico no se limita mientras
que se pueda encapsular el acido nucleico suministrado en una célula, pero esta

preferiblemente en la forma de un liposoma. Por ejemplo, cuando el Portador 1
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esta en la forma de un liposoma, los Componehtes (A) a (C), y opcionalmente

otros lipidos utilizados, forman una membrana de liposoma.

Cuando el portador de suministro de acido nucleico esta en la forma de un
liposoma, este.puede ser una vesicula unilamelar pequefa (SUV), una vesicula
unilamelar grande (LUV), o una vesicula multilamelar (MLV). El diametro de
particula del portador de suministrc de acido nucleico sé puede seleccionar
adecuadamente de acuerdo con el tipo de la célula en la que se suministra €l
acido n.ucleico, y puede ser, por ejemplo, aproximadamente 20 a
aproximadamente 100 nm para SUV, aproximadamente 200 a aproximadamente
1000 nm para LUV, y aproximadamente 400 a aproximadamente 3500 nm para
MLV. El diametro de particula del liposoma se mide utilizando un método de

dispersion de luz laser dinamico.

Se pueden utilizar los métodos conocidos en la técnica para producir el
liposoma y ajustar el diametro de particula del liposoma. Por ejemplo, en el caso
del Portador 1, se puede formar un liposoma mediante un método de pelicula
delgada, un método de evaporacién de fase inversa, un método de inyeccién de
éter, un método de tensoactivo, y un método de calentamiento, o similares,
utilizando una fase de aceite que contiene los Componentes (A) a (C) y una fase
acuosa (vehiculo acuoso). El diametro de particula se puede ajustar mediante un

método de extrusion, un método de presién Francés, un método de

homogenizacion, o similares.

Forma, Formulacion, y Método de Uso de ia Composicién de Suministro de Acido

Nucleico
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Cuando el portador de suministro de acido nucleico esta en la forma de un
liposoma, el complejo de acido nucleice en la composicion de suministro de acido
nucleico de la presente invencion puede estar presente en un estado encapsuladé
dentro de la fase acuosa interna del liposoma, o en un estado unido a la superficie
interna o externa de la membrana del liposoma mediante un enlace idénico o
hidrofobo. Cuando el portador de suministro de acide nucleico esta en una forma
diferente de un liposoma, el complejo de acido nucleico en la composiciéon de
suministro de acido nucleico de la presente invencidn forma un complejo con
Eomponentes del portador de suministro de acido nucleico a través de un enlace

ibnico o hidrofobo.

La composicion de suministro de acido nucleico de la presente invencién se
produce al mezclar el complejo de acido nucleico con el portador de suministro de
acido nucleico‘ y formular la mezcla en una forma deseada, o al mezclar los
componentes del complejo de acido nucleico y la composicion de portador de
suministro de acido nucleico en un orden arbitrario y formular la mezcia en una

forma deseada.

En la composicion de suministro de acido nucleico de la presente invencion,
la relacién del complejo de acido nucleico al portador de suministro de acido
nucleico depende del tipo de complejo de acido nucleico, el tipo de portador de

suministro de acido nucleico, y el tipo de la célula en la que se suministra el acido

nucleico, etc. La relacion puede ser, por ejemplo, 1 a 100 partes en peso,

preferiblemente 10 a 100 partes en peso, y mas preferiblemente 20 a 100 partes
en peso, del complejo de acido nucleico por 100 partes en peso de la cantidad
total del portador de suministro de 4cido nucleico. Mas especificamente, cuando el

Portador 1 se utiliza como el portador de suministro de acido nucleico, la relacién
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puede ser, por ejemplo, 1 a 100 partes en peso, preferiblemente 10 a 100 partes
en peso, y mas preferiblemente 20 a 100 partes en peso, del complejo de acido

nucleico por 100 partes en peso de la cantidad total de los Componentes (A) a (C)

contenidos en el Portador 1.

Adicionalmente, cuando el Portador 1 se utiliza como el portador de
suministro de acido nucleico, la cantidad total de los Componentes (A) a (C)
contenida en el Portador 1 puede ser, por egjemplo, 10 a 90% en peso,
preferiblemente 30 a 80% en peso, y mas preferiblemente 40 a 60% en peso, con

relacidn a la cantidad total de la compaosicion de suministro de acido nucleico.

La composicion de suministro de acido nucleico de la presehte invencion
puede contener varios aditivos tales como agentes de isotonizacion, excipientes,
diluyentes, espesantes, estabilizadores, amortiguadores, conservantes, etc.; y/o
vehiculos acuosos tales como agua purificada, soluciones de glucosa acuosas,
soluciocnes amortiguadoras, solucidn salina fisiolégica, etc.; de acuerdo con la
forma de uso. Las cantidades de tales aditivos y vehiculos acuosos se pueden
seleccionar adecuadamente de acuerdo con la forma de uso de la composiciéon de

suminisiro de acido nucleico.

La composicion de suministro de acido nucleico de la presente invencion se
puede utilizar por si misma como un producto farmacéutico para terapia Qénica, es
decir, como una composicion farmacéutica. Cuando la composicién de suministro
de &cido nucleico de la presente invencion se utiliza como una composicién
farmaceéutica, se seleccionan un portador de suministro de acido nucleico, base,
vehiculo, etc. que son farmacolégicamente _aceptables. La composicion

farmaceutica de la presente invencién se puede formular en varias formas
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farmacéuticas. Ejemplos de la forma de la composicién farmacéutica de ia
presente invencion incluyen preparaciones liquidas tales como soluciones (que
incluyen jarabes y similares), gotaé, inyecciones, etc., y preparaciones solidas
tales como comprimidos, pildoras, polvos, granulos, céapsulas (que incluyen
capsulas blandas), etc. Cuando la composicién farmacéutica de ia presente
invencion eé una preparacioén liquida, se puede conservar al congelar o0 mediante
liofilizacion o similares para remover agua. Las preparaciones liofilizadas, jarabes
secos, etc. se pueden redisolver al momento de uso en el agua destilada para
inyeccién, agua esterilizada, etc. Cuando la composicién farmacéutica de la
presente invencién es una preparacion solida, se puede redisolver al momento de

uso en agua destilada para inyeccidn, agua esterilizada, etc.

En la presente invencion, la célula en Ia que se suministra un acido
nucléico, es decir, la célula a la que se aplica la composicién farmacéutica de la
presente invencion, no se limita, y puede ser una célula cultivada, una célula
aislada a partir de un organismo (que incluyen estirpes celulares establecidas),
una célula in vivo, etc., y se puede derivar de un humano o un animal no humano.

La composicién farmaceutica de la presente invencion se puede aplicar ya sea in

vitro o in vivo.

En la presente invencién, se puede suministrar un acido nucleico en una
célula a traves de la etapa de poner en contacto la composicion farmacéutica de la
presente invencion con la célula. Ei método para poner en contacto la composicidn
farmaceéutica con una célula no se limita, mientras que una cantidad adecuada de
la composiciéon de suministro de acido nucleico se pone en contacto con ta célula
en la que ée introduce el acido nucleico. Por ejemplo, el método puede ser el

mismo como un método canocido hasta ahora en la terapia génica, vy la muestra
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aplica a la cantidad que se pone en contacto: se seleccionan adecuadamente el
método y la cantidad. Asi, la aplicacion de la composicion farmacéutica de la
presente invencion a una célula permite un facil suministro intracelular de un acido
nucleico, y mantiene el acido nucleico suministrado establemente vy

persistentemente en la célula.

Por ejemplo, para poner en contacto la composicion farmacéutica de la

presente invencién con una célula in vitro, la célula se puede cultivar en la

presencia de una cantidad adecuada de la composicién farmacéutica. Para poner

en contacto ia composicion farmacéutica de la presente invencion in vitro con una
célula cultivada o una célula aislada a partir de un organismo, se puede llevar a
cabo el contacto en la presencia de suero sanguineo. Cuando la composicién
farmacéutica de la presente invencion se pone en contacto con una célula in vivo,
la composicién farmacéutica de la presente invencién se puede poner en contacto
con la celula mediante, por ejemplo, inyeccidn directa en un tejido; intravenosa,

subcutanea, intramuscular, interperitoneal, o inyeccidn intraocular, o inyeccién en

el tracto digestivo, un diente, o similares; administracidn por inhalacién a la

cavidad nasal, cavidad oral, pulmones, o similares; administracion oral:
administracion transdérmica; administracion transmucosal a través de la mucosa

oral, mucosa vaginal, mucosa ocular, mucosa rectal, o mucosa uterina: o

similares.

La composicion farmacéutica de la presente invencion puede comprender
adicionalmente, si es necesario, un vehiculo o base farmacoldégicamente
aceptable. El vehiculo y la base no se limitan mientras que no se deterioran los
efectos de la presente invencion, y se seleccionan adecuadamente de acuerdo

con la forma de uso. Ejemplos incluyen aqueilos mencionados anteriormente. En
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este caso, las proporciones de 'a composicion farmacéutica, vehiculo, y base
tampoco se limitan mientras que no se deterioran los efectos de la presente

invencion, y se seleccionan adecuadamente de acuerdo con la forma de uso.

En la aplicacién de la composicidon farmaceutica de la presente invencion,
se aplica una cantidad efectiva de la misma. Pér eiemplo, la composiciéﬁ
farmacéutica se aplica en tal una cantidad que el complejo de acido nucleico
contenido alli se aplica en una cantidad de 0.001 a 10 pM, preferiblemente 0.001 a

1 pM, y mas preferiblemente 0.01 a 0.1 pM, por célula.

La composicion farmacéutica de la presente invencion es capaz de

suministrar un &cido nucleico especifico en una célula. Esto es, la composicion

" farmacéutica de la presente invencidon es efectiva en suministrar en una célula un

acido nucleico especifico que esta presente en la composicion farmacéutica y que
forma el complejo de acido nucleico, al poner en contacto la composicion -

farmacéutica con la célula.

La presente invencion también proporciona un método para suministrar un
acido nucleico en una célula. El método para suministrar un acido nucleico-en una
célula de acuerdo con la presente invencién comprende la etapa de poner en
contacto el complejo de acido nucleico o composicién de suministro de acido
nucleico descrito antericrmente con la célula. El contact.o entre el complejo. de
acido nucleico o composicién de suministro de 4cido nucleico y la célula no se
limita, mientras que se pone en contacto una cantidad adecuada del complejo de
acido nucleico o composicion de suministro de acido nucleico con la célula en la
que se introduce un acido nucleico. Por ejemplo, se puede llevar a cabo el

contacto en la misma forma como un método conocido hasta ahora en terapia
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génica, y lo mismo aplica a la cantidad a ser puesta en contacto: la forma y la

cantidad de contacto se seleccionan adecuadamente.

Al poner el complejo de acido nucleico o composicién de suministro de
acido nucleico en contacto con una célula en la forma anterior, el acido nucleico se
puede mantener establemente y persistentemente en la célula. Para el contacto
con la célula, se puede utilizar el complejo de acido nucleico en si mismo © en
combinacién con un vehiculo o base como se describié anteriormente. También se
puede utilizar la composicion de suministro de acido nucleico en si misma o en
combinacion con un vehiculo 0 base como se describid anteriormente. Para un
suministro de acido nucleico intracelular mas eficiente, es preferible poner en

contacto la composicién de suministro de acido nucleico con la célula.

En la presente invencidn, como se menciond anteriormente, la célula en la
que se suministra un acido nucleico no se limita, y puede ser una célula cuitivada,
una celula aislada a partir de un organisme (que incluyen estirpes celulares
establecidas), una célula in vivo, o similares, y se puede derivar de un humano o
un animal no humano. El contacto mencionado anteriormente se puede llevar a

cabo in vitro o in vivo.

Por ejemplo, al colocar el complejo de &cido nucleico o composicién de
suministro de acido nucleico en contacto con una célula in vitro, fa célula se puede
cultivar en la presencia de una cantidad adecuada del complejo de acido nucleico
0 composicion de suministro de acido nucleico. Al poner el complejo de acido
nucleico o composicion de suministro de &cido nucleico en contacto in vitro con
una celula cultivada o una célula aislada a partir de un organismo, se puede llevar

a cabo el contacto en la presencia de suero sanguineo. Cuando el complejo de
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acido nucleico o composicion de suministro de acido nucleico se pone en contacto
con una célula in vivo, el complejo de acido nucleico o composicion de suministro
de acido nucleico se puede poner en contacto con la célula mediante, por ejemplo,
inyeccidon directa en un tejido; intravenosa, subcutanea, intramuscular,
interperitoneal, o inyeccién intraocular, o inyeccion en el tracto digestivo, un diente,
o similares: administracién por inhalacion a la cavidad nasal, cavidad oral,
pulmones, o similares; administracién oral; administracién transdérmica;
administracion transmucosal a través de la mucosa oral, mucosa vaginal, mucosa

ocular, mucosa rectal, o0 mucosa uterina; o similares.

En el método para el suministro de acido nucleico en una célula de acuerdo
con fa presente invencidn, una cantidad efectiva det complejo de acido nucleico o
composicion de suministro de acido nucleico se pone en contacto con una célula
para introducir el acide nucleico en la célula. Por ejemplo., la cantidad del complejo
de acido nucleico o composicion de suministro dé acido nucleico a ser
administrada se selecciona de tal manera que se administra 0.001 a 10 pM,
preferiblemente 0.001 a 1 pM, y _més preferiblemente 0.01 a 0.1 pM, del complejo

de acido nucleico por célula.

El método de suministro de un acido nucleico en una célula de acuerdo con
la presente invencion se puede desarrollar al poner en contacto la composicion
farmacéutica con la célula. Cuando se utiliza la composicién farmacéutica, se

puede llevar a cabo el método de la presente invencion en la misma manera como

se describié anteriormente.

EJEMPLOS
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La invencién se describira ahora en detalle en base en los Ejemplos y similares,
pero la invenc’tén no se limita a estos. En los siguientes Ejemplos y Ejemplos de
Prueba, se utiliza GL3-siARN (siARN a luciferasa de luciérnaga; Dharmacon
Research, Inc., (Boulder, COy), USA; codificante: 5'-
CUUACGCUGAGUACUUCGAITT, anticodificante: 5'-
UCGAAGUACUCAGCGUAAGATAT) como siARN. Se utiliza dextrina Cluster

(Ezaki Glico Co., Ltd.) como la dextrina ciclica altamente ramificada.

Eiemplo 1
Preparacion de! Complejo que contiene sIARN y Dextrina Ciclica Altamente

Ramificada

Una solucidn que contiene siARN en una concentracidén de 2 uyM (solucion
siARN) se prepara utilizando una solucion amortiguadora Tris-EDTA (TE)
(producida por Fluka Co., Ltd). Adicionalmente, una solucion que contiene dextrina
ciclica _altamente ramificada en una concentracion de 25 um (solucion de dextrina
ciclica altamente ramificada) se prepara utilizando una solucidn amortiguadora
Tris-EDTA (TE) (producida por Fluka). Una cantidad igual de estas soluciones se
mezclan durante un minuto para formar un complejo siARN. La Tabla 1 muestra

las propiedades del complejo siARN obtenido.

Tabla 1

Diametro de Particula (nm) Potenciai Zeta (mV)

Complejo 31.1 -42 9

# El didmetro de particula mostrado es un diametro de particula medio (nm)
medido utilizando un ZETASIZER 3000HSA (MALVERN INSTRUMENT) (e

diametro de particula de volumen medio se mide utilizando un método de
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difraccion laser). El potencial zeta se mide utilizando un ZETASIZER 3000HSA

(MALVERN INSTRUMENT).

Eiempio 2
Preparacién de Composicidn de Suministro de Acido Nucleico que Contiene

Complejo siARN

Se pesan la diestearoifosfatidilcolina (DSPC), colesterol, y estearilamina en
una relacion molar de 7: 3: 1, y se disueiven en cloroformo utilizando un matraz
tipo berenjena (matraz de recuperacion). La solucidn se seca bajo presion
reducida utilizando un evaporador rotatorio para formar una capa de membrana
delgada de lipido. La solucién que contiene 0.028 mg/ml de un complejo de siARN
obtenido en el Ejemplo 1 se agrega a la capa de membrana delgada de lipido
resultante de tal manera que la solucién tiene una concentracion DSPC de 30
mg/mL, y luego se mezcla. Después, el diametro de particula de la solucién se
ajusta al pasar a través de las membranas que tienen diametros de poros de 800
nm y 200 nm utilizando un >extrusor, para preparar una compaosicion para
suministro de siARN en una forma de - liposoma cationico. La composicion
resuitante para el suministro de siARN tiene un didmetro de particula de
aproximadamente 200 nm, y estd en una forma de liposoma en la que las
particulas tienen un tamarno de particula uniforme. La composicion tiene un
potencial zeta de aproximadamente 50 mV. El didametro de particuia mostrado es
un diametro de particula medio (nm) medido utilizando un ZETASIZER 3000HSA
(MALVERN INSTRUMENT) (el diametro de particula de volumen medio se mide
utilizando un método de difraccion laser). El potencial zeta se mide utilizando un

ZETASIZER 3000HSA (MALVERN INSTRUMENT).
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Ejemplo 3

Preparacién de la Composicion de Suministro de Acido Nucleico que Contiene

Complejo siARN

Se prepara una composicién de suministro de acido nucleico en una forma
de liposoma catidnico en ia misma forma como en el Ejemplo 2, excepto que la
relacién de DSPC, colesterol, y estearilamina es 7: 3: 2. Como en el Ejemplo 2, la
composicion resultante para suministro de siARN tiene un didmetro de particula de
aproximadamente 200 nm, y estd en una forma de liposoma en la que las
particulas tienen un tamafio de particula uniforme. La composicion tiene un

potencial zeta de aproximadamente 50 mV.

Eiemplo de Prueba 1

Evaluacion de la Eficiencia de Inciusion de siARN

Un complejo de siARN etiquetado FITC se prepara en la misma forma como
en el Ejemplo 1 anterior, utilizando siARN pre-etiquetado FITC. Utilizando el
complejo de siARN etiquetado FITC, una composicidn de suministro de acido
nucleico en una forma de liposoma catidbnico se prepara bajo las mismas
condiciones como en los Ejemplos 2 y 3. La composicién de suministro de siARN
inmediatamente después de ta preparacién se precipita mediante centrifugacién (a
75,000 rpm durante 1 hora), y la intensidad de fluorescencia del siARN etiquetado
FITC presente en su sobrenadante se mide para calcular la eficiencia de inclusién

de siARN (un indice (%) de siARN envuelto en el liposoma para el siARN total).

Como un resultado, la eficiencia de inclusion de siARN indica altos niveles

de 97.2% cuando se prepara bajo las mismas condiciones como en el Ejemplo 2, y
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99.8% cuando se prepara bajo las mismas condiciones como en el Ejemplo 3.
Esto revela que el complejo de &cido nucleico de la invencidon tiene la
caracteristica de ser introducido eficientemente en un portador para suministro de
4cido nucleico en una forma de liposoma. Aunque no se desea una interpretacion
restringida, esto se debe presumiblemente a que la dextrina ciclica altarﬁente

ramificada forma un complejo compacto con el siARN.

Eiempio de Prueba 2

Prueba de Evaluacion de Seguridad Celular

Se conduce una evaluacion utilizando un ensayo MTS. Se utiliza un Ensayo
de Proliferacion de Céluia de una Solucion Acuosa de 96 CellTiter producida por
Promega Corporation para el ensayo MTS. Especificamente, se inoculan células
A594 (ATCC, USA) en 3.16 x 104 células/pozo en 200 pl de Medio Eagle de
Modjificacién Dulbecco(DMEM) que contiene 10% de volumen de suero bocino
‘fetal (FBS) en una placa de 96 pozos, y se incuba a 37° C duranfe 24 horas.
Despues de enjuagar con Solucion de Sal Balanceada Hank (HBSS) tres veces, el
medio se cambia a DMEM sin FBS. Cada una de las composiciones de suministro
de acido nucleico se agrega en una cantidad de 20 pl por pozo y se incuba a 37°
C bajo 5% de CO, durante 4 horas. Luego, el sobrenadante del cultivo en los
pozos se cambia a DMEM con 10% de volumen de FBS y se incuba a 37° C bajo
5% de CO; durante 20 horas de nuevo. Se agregan veinte ul de un reactivo MTS
(sal de tetrazolio) y 100 ul de un medio DMEM con 10% de volumen de FBS a
cada pozo, y se incuban durante dos haras. La absorbancia a 492 nm luego se
determina, y se calcula la viabilidad de la célula. La viabilidad celular se calcula al

ajustar la absorbancia a 492 nm determinada sin agregar la composicion de
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suminisiro de acido nucleico, que se incuba bajo las condiciones antericres, como

el 100%.

La Figura 2 muestra los resultados. Como se muestra en la Figura 2, llega a
ser evidente que todas las composiciones de suministro de acido nucleico de los

Ejemplos 2 y 3 tienen baja citotoxicidad y son altamente seguras. Particularmente,

- se confirma que las composiciones de suministro de acido nucleico de los

Ejemplos 2 y 3 muestran un nivel significativamente alto de seguridad.

Eiemplo de Prueba 3

Prueba de Evaluacién de Eficiencia de Suministro de siARN en las Céluias

La eficiencia de introduccion intracelular del siARN se evalla al medi} la
intensidad de fluorescencia de siARN etiquetado FITC utilizando citometria de
flujo. En esta prueba, se utiliza una composicién de suministro de acido nucleico
preparada con siARN pre-etiquetado FiTC. Especificamente, se inoculan células
A594 (ATCC, USA)} en 5 x 105 células/pozo en 500 uyl de DMEM con 10% de
volumen de FBS en una placa de 24 pozos, y se incuba a 37° C bajo 5% de CO,
durante 24 horas. Después de enjuagar tres veces con HBSS,V se agrega 0.95 mi
de DMEM que no contiene FBS. Se agregan adicionalmente 0.05 ml de cada una
de las composiciones de suministro de acido nucleico de los Ejemplos 1y 2 a
cada pozo, y se incuban a 37° C bajo 5% de CO, durante 4 horas. Luego, el
sobrenadante del cultivo en los pozos se cambia a DMEM con 10% de volumen de
FBS y se incuba a 37° C bajo 5% de CO, durante 20 horas de nuevo. Cada pozo
se enjuaga una vez con HBSS, y se agrega 0.2 ml de CellScrubBuffer (producido
por Gene Terapy Systems, Inc.). Sé conduce la incubacién a 37° C bajo 5% de

CO. durante 15 minutos. De nuevo, los pozos se enjuagan dos veces con HBSS, y



10

15

20

25

s TS

se raspan las células adheridas al fondo el pozo utilizando tripsina y se recolectan
mediante centrifugacion. Las células resultantes se suspenden en HBSS. La
suspension se filtra a través de una membrana que tiene un didmetro de poro de
41 pm. La intensidad de fluorescencia de la células se mide utilizéndo citometria
de flujo a 2 horas, 12 horas y 24 horas después de la adicion de las
composiciones de suministro de acido nucleico. Como un control, la intensidad de
fluorescencia de la células se mide en la misma manera como se describid
anteriormente, utilizando una composicién de suministro de acido nucleico de
control obtenida al mezclar una solucién de Lipofectamina 2000TM (producida por
Invitrogen Corporation), a menudo utilizada como un vector génico disponible
comercialmente, diluida con medio OptiMEM a 0.1 mg/mL, y una solucidn de
siARN en la que se diluye el siARN con amortiguador TE a una concentracion de 2

pm en una relacién de volumen de 1:1.

La Figura 3 muestra los resultados. Se confirma a partir de los resultados
que el siARN se mantiene persistentemente, con su concentracién mantenida
constante en las células en cualquiera de los casos para ias composiciones de
suministro de &cido nucleico de los Ejemplos 1 y 2. Por el contrario, las

composiciones de suministro de acido nucleico de control no solo muestran baja

eficiencia de suministro intracelular de siARN inicial, sino también una disminucién

en el siARN intracelular con tiempo, lo que resulta en cantidades insuficientes de

siARN en la células a 12 horas, y 24 horas después de la adicion.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Figura 1 muestra un ejemplo de la dextrina ciclica altamente ramificada.
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La Figura 2 muestra los resultados del Ejemplo de Prueba 2, es decir, los
resultados de la evaluacién de las composiciones de suministro de acido nucleico

para seguridad celular.

La Figura 3 muestra los resultados de la evaluaciéon de la introduccién de
siARN en las células mediadas por cada composicion de suministro de acido
nucleico en el Ejemplo de Prueba 3. La ordenada en la Figura 3 indica la

intensidad de fluorescencia promedio por una célula.
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REIVINDICACIONES

Un complejo de acido nucleico que comprende un acido nucleico y una

dextrina ciclica altamente ramificada.

El complejo de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde
la cantidad de la dextrina ciclica altamente ramificada es 1 a 4000 partes en

peso por parte en peso del acido nucleico.

El complejo de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en

donde el acido nucleico es siARN.

E! complejo de acido nucleico de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3, en donde la dextrina ciclica altamente ramificada es
un glucosano con un grado de polimerizacion de 50 a 5000 que tiene una
porcidn de estructura ciclica ramificada interna formada de enlaces a-1,4-
glucosido y por lo menos un enlace a-1,6-glucésido, y una porcidn de
estructura ramificada externa unida a la porcion de estructura ciclica

ramificada interna.

El complejo de acido nucleico de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4, que es un conjunto obtenido al mezclar un acido
nucleico con una dextrina ciclica altamente ramificada en una solucién

acuosa.
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Una composicién de suministro de acido nucleico que comprende el
complejo de acido nucleico de acuerdo con una cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 5 y un portador de suministro de acido nucleico.

La composicion de suministro de 4acido nucleico de acuerdo con la
reivindicacién 6, en donde el portador de suministro de acido nucleico es
una composicion que comprende (A) una diacilfosfatidilcolina, (B) por lo
menos un miembro seleccionado de colesterol y derivados del mismo, y (C)

una amina primaria alifatica.

La composicidon de suministro de acido nucleico de acuerdo con la
reivindicacién 7, en donde el Componente (A) en el portador de suministro
de acido nucleico es una diacilfosfatidilcolina en la que el grupo funcional

acilo tiene 4 a 23 atomos de carbono.

La composicidn de suministro de acido nucleico de acuerdo con la
reivindicacion 7, en donde el Componente (B) en el portador de suministro

de acido nucleico es colesterol.

La composicion de suministro de &cido nucleico de acuerdo con la
reivindicacion 7, en donde el Componente (C) en el portador de suministro

de acido nucleico es una alguilamina que tiene 10 a 20 atomos de carbono.

La composicion de suministro de acido nucleico de acuerdo con la

reivindicacion 7, en donde la relacidén molar de los Componentes (A):(B):(C)

es 5-9:1-5:1.
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La composicidn de suministro de acido nucleico de acuerdo con la
reivindicacién 7, en donde el portador de suministro de acido nucleico es
una preparacion de liposoma en la que se forma una membrana de

liposoma de los Componentes (A) a (C).

Una composicion farmacéutica que comprende la composicion de
suministro de acido nucleico de acuerdo con una cualquiera de las

reivindicaciones 6 a 12.

Uso de la composicidén de suministro de acido nucleico de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 6 a 12 para producir un producto

farmacéutico para suministrar un acido nucleico en una célula.

Un método para suministrar un acido nucleico en una célula, el método
comprende la etapa de poner en contacto la composicién de suministro de
acido nucleico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 12

con la célula.
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RESUMEN

La presente invencion proporciona un complejo de acido nucleico con baja.

toxicidad y alta seguridad que puede mantener persistentemente un acido
nucleico, tal como siARN o similares, en una célula; y una composicion de
suministro de acido nucleico que puede suministrar eficientemente el complejo de

acido nucleico en una célula. Se puede obtener un complejo de acido nucleico con

baja toxicidad y alta seguridad que puede mantener persistentemente un acido.

nucleico en una célula al formar un complejo utilizando un acido nucleico para ser

introducido en una célula, y una dextrina ciclica altamente ramificada. Mas atn,

. cuando un portador que comprende (A) una diacilfosfatidilcolina, (B) colesterol y/o

un derivado del mismo, y (C) una amina primaria alifatica se utiliza como un

portador de suministro de &cido nucleico para introducir el complejo de acido

nucleico en una célula, se puede mejorar adicionalmente la seguridad, la eficiencia

de suministro intracelular, y la persistencia del acido nucleico en la célula.

WPC17257/1D. 172435
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Document D1 discloses RNAI constructs formutated as complexes including a
network of beta-cyclodextrin poiymers. The RNAi construct can be
encapsulated in cationic liposomes. Example 1 discloses a complex of
pTzUB+1/siRNA and branched PE125k-hi-CD polymer (high degree of
cyclodextrin grafting), which is considered to be a highly branched cyclic
dextrin, which was delivered to cells in vitro, and in mice.

3 DEPENDENT CLAIMS 2, 3, 7-13
Dependent claims 2, 3, 7-13 do not contain any features which, in combination
with the features of any claim to which they refer, meet the requirements of the
PCT in respect of novelty and/or inventive step (Article 33(2) and (3) PCT).

3.1 The reasons therefor are that the additional features of the said claims are
either directly known from documents D2 or D3, which disclose liposomes
comprising diacylphosphatidylcholine, cholesterol and stearylamine, or are a
combination of features obvious to the man skilled in the art in consideration of
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4.2

4.3

the disclosure of the prior art named in the present proceedings, or they
concern only minor modifications which lie within the normal practice of the
man skilied in the art.

DEPENDENT CLAIM 4

Document D1, which is considered to represent the most relevant state of the
art, discioses RNAI constructs formulated as complexes including a network
of beta-cyclodextrin polymers, from which the subject-matter of claim 4 differs
in that the highly branched cyclic dextrin is a glucan with a degree of
polymerization of 50 to 5000 having an inner branched cyclic structure portion
formed from alpha-1,4- glucoside bonds and at least one 0-1,6-glucoside
bond, and an outer branched structure portion bound to the inner branched
cyclic structure portion.

The subject-matter of claim 4 is therefore novel (Article 33(2) PCT).

In the absence of comparative data there does not appear to be any effect
resulting from the replacement of branched PEI25k-hi-CD polymer with the
cyclic dextrin of claim 4. The problem {o be solved by the present invention
may therefore be regarded as the provision of an alternative cyclic dextrin that

can maintain a nucleic acid in a cell and efficiently deliver the nucleic acid
complex into a cell.

The solution to this problem proposed in claim 4 of the present application is
considered as involving an inventive step (Articie 33(3) PCT) for the following
reasons: Although highly branched cyclic dextrins having a glucan with a
degree of polymerization of 50 to 5000 having an inner branched cyclic
structure portion formed from alpha-1,4- glucoside bonds and at least one
0-1,6-glucoside bond, and an outer branched structure portion bound to the
inner branched cyclic structure portion, are known from document D4, there is
no suggestion to use them for nucleic acid delivery. D4 is concerned with the

provision of a glucan for the starch processing industry as a compaosition for
drinks and foods.

INDEPENDENT CLAIM 15

The patentability can be dependent upon the formulation of the claims. The

EPO, for example, does not recognise as patentable claims to the use of a

compound in medical treatment, but may allow claims to a product, in

particular substances or compositions for use in a first or further medical
treatment.

Re ltem VI
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Certain defects in the international application ‘ Q[l' 5

g

>

Claims 6 and 13 comprise all the features of claim 1 and are therefore not
appropriately formulated as a claim dependent on the latter (Rule 6.4 PCT).

Re Item VIl

Certain observations on the international application

1.1

1.2

The application does not meet the requirements of Article 6 PCT, because
claims 1, 2 and 7 are not clear.

The relative term "highly" used in claims 1 and 2 has no well - recognized
meaning and leaves the reader in doubt as to the meaning of the technical
feature to which it refers, thereby rendering the definition of the

subject - matter of said claim unclear, Article 6 PCT. The term "highly" is
therefore not considered to limit the scope of the claim.The fact that there is
an explicit disclosure of the meaning of such term in the description is not
sufficient since the claims have to be clear in themselves.

The term derivatives in claim 7 renders its scope unclear, since it is not known

to the skilled reader which structures are intended to be encompassed by this
term.

Terms like derivatives include compounds obtained from another compound
by a chemical reaction (including compounds which are structurally remote
from the starting material), functional derivatives (such as compounds,
wherein hetero - atoms are exchanged by alternative atoms), compounds with
numerous different types of side groups etc. Support within the meaning of
Articles 6 PCT is to be found, however, only for some of the compounds
claimed, namely on page 11, lines 20-30.

Consequently the subject - matter of claim 7 does not fulfil the requirements of
Article 6 PCT.
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COMPLEJO DE ACIDO NUCLEICO Y COMPOSICION DE SUMINISTRO DE ACIDOS NUCLEICOS

Reivindicacién(es):

1. Un compleje de acido nucleico que comprende un
&cido nucleico y una dextrina ciclica altamente ramificada.

2, El complejo de acido nucleico de acuerda con la
reivindicacidn 1, en donde la cantidad de la dextrina ciclica
altamente ramificada es 1 a 4000 partes en peso por parte en
peso del acido nucleico.

3. El compiejo de &cido nucleico de acuerdo con la
reivindicacién 1 ¢ 2, en donde el Acido nucleico gs siARN.

4. El complejo de acido nucleico de acuerdo con una
cralquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde la dextrina
ciclica altamente ramificada es un glucosano con un grado de
polimerizacion de 50 a 5000 que tiene una porcién de
estructura ciclica ramificada interna formada de enlaces a-1,4-
glucoside y por lo menos un enlace o-1,6-glucosido, y una
porcion de estructura ramificada externa unida a la porcion de
estructura ciclica ramificada interna.

2. El complejo de &cido nucleico de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que es un conjunto
obtenido al mezclar un cido nucleico con una dextrina ciclica
altamente ramificada en una solucion acuosa.

6. Una composicion de suministro de &cido nucleico que
comprende el complejo de acido nucleico de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 y un portador de
suministro de acido nucleico. '

7. La composicion de suministro de acido nucleico de
acuerdo con la rejvindicacion 6, en donde el portador de
suministro de 4cido nucleico es una composicién  que
comprende (A) una diacilfosfatidilcolina, (B) por lo menos un
miembro seleccionado de colesterol y derivados del mismo, y
(C) una amina primaria alifatica.

8. La compesicion de suministro de écido nucleico de
acuerdo con la reivindicacion 7, en donde el Componente (A)
en el portader de suministro de acido nucleico es una
diaciifosfatidilcolina en la que el grupo funcional acilo tiene 4 a
- 23 atomos de carbono.

9. La composicién de suministro de acido nucleico de
acuerdo con la reivindicacion 7, en donde el Componente (B)
en ¢! portador de suministro de acido nucleico es colesteral.

10. La composicion de suministro de &cido nucleico de
acuerdo con 1a reivindicacion 7, en donde el Componente (C)
en el portador de suministrc de acido nucleico es una
alquilamina que tiene 10 a 20 &tomos de carbono.

11. La composicion de suministro de acido nucleico de
acuerdo con |a reivindicacion 7, en donde la relacion molar de
los Componentes {A):(B):(C) es 5-9:1-5:1.

12. La composicion de suministro de &cido nucleico de
acuerdo con 1a reivindicacién 7, en donde el portador de
suministro de acido nucleico es una preparacion de liposoma
en la que se forma una membrana de liposoma de los
Componentes (A) a (C).

13, Una composicion farmacéutica que comprende la
composicion de suministro de 4cido nucleico de acuerdo con
una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 12.

4. Uso de la composicion de suministro de acido
nucleico de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 6 a 12 para producir un producto farmacéutico
para suministrar un acido nucleico en una célula,

15. Un método para suministrar un acido nucleico en una
célula, el método comprende Ia etapa de poner en contacto la
composicién de suministro de acido nucleico de acuerdo con
una cualquiera de fas reivindicaciones 6 a 12 con la célula.
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SUAREZ DE PAEZ LUZ CLEMENCIA
Apoderado(a) y/o Representante de
HIROFUMI TAKEUCHI

REFERENCIA Radicacion No. 10 068754
Solicitud internacional PCT/JP2008/070642
Fecha inicio fase nacional 08/06/2010

Tramite 11
Evento 378
Actuacion 430

Oficio No. _ig;_ﬁlgg 1;'

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de la Decision 486 de la
Comisién de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de Cooperacién en Materia de Patentes (PCT), regla
51 bis del Reglamento y Circular Unica de la Superintendencia de industria y Comercio, se le comunica que:

1. La solicitud no contiene la copia del documento en que consta la cesidn del derecho a la patente del inventor al
solicitante o a su causante, conforme a lo establecido por el articulo 26 literal k) de la Decisién 486 de la
Comisién de la Comunidad Andina. Cuando se trate de documentos otorgados en el extranjero, estos deberan
legalizarse de conformidad con lo dispuesto por los articulos 259 y 260 del Cédiga de Procedimiento Civil.
Cuando se trate de las declaraciones a que hace referencia la Regla 4.17 ii) del Tratado de Cooperacion en
Materia de Patentes PCT., el alcance de las tales declaraciones se determinara segun indiquen claramente una
cesion de derechos del inventor al solicitante o su causante, de conformidad con lo dispuesto en el numeral
5.2.15 del Capitulo Quinto, Titulo X de la Circular Unica de Superintendencia de Industria y Comercio.

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 notificacion del presente oficio, complete los requisitos anteriormente
enunciados. En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se considerara abandonada y
perdera su prelacion.

Notifiquese el presente oficio conforme a lg dispuesto en el numeral 5.2, literal e), del capitulo quinto del titulo
primero de la Circular Uniga No.10 d

ALIX CARMENZA ZESPEDES DE/VERGEL
Directora de Nug¥as Creaciones (c)

48 JD& 2010

£l anterior requerimiento fue notificado por fijacion en lista de fecha

adpaii
Al contestar favor indique el nimero de Sede Centro: Carrera 13 No. 27.00 Pisos 2, 5, 7 y 10 PBX: 5870000
radicacidn que se encuentra a continuacion | Sede CAN: Av. Cra 50 No. 26-55 int. 2 Tel: 5880070

Calt Center 6513240. Linea D1800-810185
Waob: www sic.aov.co e-mail: info@sic.aov.co



