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FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE

1. SOLICITUD DE:

X Patente de Invencion

O Patente de Modelo de Uﬁlidad

O Capitulo |

X Capitulo |

Nombre: KELLER, Brian, Charles.

Direccidn: 5058 Nortonville Way, Antioch, CA
94531 (US).

Teléfono: (+57-1) 7496888.

E-mail: info@munozab.com

Domicilio: [US]

SOLICITANTE

Nombre: \AIIU, Nian.

Direccion: 103 Sassafras Court, North
Brunswick, NJ 08902 {US).

Teléfono: (+57-1) 7496888.

E-mail: info@munozab.com
Domicilio: [US]

IDENTIFICACION
¢.C. O NIT. O
CE. O OTROD

Numero

3. Nombre: DIEGO MUNOZ MARROQUIN.
Direccion: Carrera 5 No 66 -17
REPRESENTANTE 01 Teléfono: 7496888 Fax: 4818304

IDENTIFICACION
€.C X NIT. O
C.E. O OTRO O

Solicitud internacional No.
Publicacién Internacional No.  WO0/2010/141069 A2.

APODERADO E-mail: info@munozab.com Niumero 7688292

Domicilio: Bogota D.C, - Colombia T.P. 134000 C.5.).
4. Nombre: KELLER, Brian, Charles . IDENTIFICACION

- . Direccion: 5058 Nortonville Way, Antioch, CA c¢c. O Nt O

(72) Nacionalidad: Estadounidense. Numero

Nombre: WU, Nian.

Direccidn: 103 Sassafras Court, Noarth

Brunswick, NJ 08902 (US).

Nacionalidad: No se menciona.

Domicilio: Estados Unidos de Norteamérica

(Ambaos).

5. ’ )
PCT (86)

PCT/US2010/001590. Fecha: 01.06.2010.
Fecha: 09.12.2010.

TITULO (54): CONJUGADOS PEG-LIPIDQ PURQOS.
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CLASIFICACION INTERNACIONAL (51):  A61K 31/77 (2006.1)

CO8L 63/10 (2006.01}

8 - (33) Pais de Origen (32) Fecha (31) Nimero de Solicitud
Prioridad
Stx NO[J Estados Unidos de 02.06.2009 US 61/217,627
Norteamérica 12_.12.2009 US 61/284,065
9 _
- | Comprobante de pago No , Fecha
10. ANEXOS

X Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud.
O Documento que acredita la existencia y representacién legal cuando el solicitante sea persona
juridica -
" O Poderes si fuere el caso
0O Documento de cesidn del inventor al solicitante o a su causante.
X Traduccion de la solicitud internacional al castellano {Resumen, descripcion, reivindicaciones,
dibujos)
X Copia del examen preliminar internacional efectuado por la Autoridad Internacional de Examen
Preliminar (IPEA)
0 Traduccidn del examen preliminar internacional efectuade por la IPEA
O De ser el caso, copia del contrato de acceso

O De ser el caso, documento que acredita la licencia o autorizacion de uso de conocimientos
tradicionales de las '
comunidades indigenas.
O De ser el caso, certificado de depédsito del material bioldgico
X Resumen
X Descripcion de la invencidn
X Una o més reivindicaciones
X Dibujos y/o planos necesarios
'O Arte final 12x12

0 De ser el caso; informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero
por el mismo tjtular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencidn de esta

_ solicitud.

0 De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional
£ Otros

1.
o FIGURACARACTER!S?( ‘

12. Solicito la.concesion de la patente \

7

Nombre DIEGO MUNOZ MARROQUIN, Firma /

C.C.No. 7.688.292 de Neiva. N
T.P.No. 134.000 del C. S. De la J.
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1815 498278

MUNOZ ABOGADOS & COMPANIA LIMITADA
IURIS MARK LTDA.

Yo, el abajo firmante, IVANA BETINA LAURITSEN, domiciliada en Santiago
del Estero 345, Piso 6, Buenos Aires, Argentina, apoderada de Nian Wu,
domiciliado en 103 Sassafras Court North Brunswick, NJ 08902, USA y de
Brian Charles Keller, domiciliado en 5058 Nortonville Way Antioch, CA
94531, USA

Nombro por el presente a los Drs. ANDRES LEONARDO MONTEALEGRE,
Y/O DIEGO MUNOZ MARROQUIN Y/O EDUARDO YEPES, apoderados
verdaderos, y legales con poder especial, amplio y suficiente, para recabar
de las respectivas oficinas y autoridades Colombianas y del mundo la
obtencion de registros sanitarios, pafentes de invencién, certificados de
obtentor de variedades vegetales, modelos y dibujos industriales, y vigencias
de patentes, registros de marcas de fabricas, marcas de servicios, nombres
comerciales, nombres de dominio derecho de autor y sus renovaciones,
cancelaciones de registros de licencias de uso, y otros a cuyo efecto les
facultamos para dar ante dichas autoridades todos los pasos necesarios al
objeto indicado, elevar solicitudes, declaraciones y reclamos; formular
descripciones, enmiendas, oposiciones y apelaciones; desistir; abonar todos
los impuestos y cuotas efectuar todos los otros pagos determinados por la
Ley; recibir todos lo documentos y valores dando el descargo respectivo;
flenar cualesquiera ofros requisitos y tomar en fin todas las medidas que
creyeren conducentes al resguardo de nuestros intereses; y en caso de
producirse oposicién pasando los antecedentes a los Tribunales, quedan
facultados para tomar intervencion como demandante o demandados ante
fos Jueces que sean competentes, pudiendo transar, someter a arbitros
desistir, percibir, apelar y todas las demds facultades que resulten
hecesarias, y por el presente declaramos desde ahora vélido y bueno todo
cuanto dichos apoderados hicieren en beneficio, dandoles asi mismo
facultad para sustituir el presente si lo juzgaren conveniente y en caso
necesario revocar dichas substituciones.

Asimismo el compareciente manifiesta que al no cumplir el instrumento con
las formas exigidas por las leyes vigentes en la Republica Argentina, su
validez debe juzgarse con sujecion a las normas del estado donde ha de
gjercerse, conforme voluntad del otorgante y lo dispuesto en el art. 2* de Ia
Convencion Interamericana sobre régimen legal de poderes para ser
utilizado en el extranfero suscripta en Panama 30/11/1975 -

Fara ser utifizado en el pais de Cofombia.-

Dado y firmado el 14 de Septiembre de 2011 en la Ciudad de Buenos Aires,
Argentina

Por: IVANA BETINA LAURITSEN
Identificacion Documento Nacional de Identidad 23.377.878
Cargo: APODERADA

Representada(o): de Nian Wu y Brian Charles Keller
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ANEXO F 001520927

Buenos Aires, 15 de geptiembre de 2011 . Enmicaracter de escribano

Interinamente a cargo det Registro Notarial 1122 de la Ciudad de Buenos Aires.- -

CERTIFICO: Quelals Fima, - c--cccomc oo oo oo eme e que obra/n en el

documento que adjunto a esta foja, cuyo requerimiento de certificacion se

formaliza simultineamente por ACTA nimero 094.----- det LIBRO
nimero OCHO (8).---- , es/son puesta/s en mi presencia por la/s persona/s

cuyo/s nombre/s y documento/s de identidad se menciona/n a continuacion asi como

Ia justificacion de su identidad. |

lvana Betina LAURITSEN, Documento Nacional de ldentidad 23.377.878, quien declara

actuar como APODERADA de: 1) Nian WU (domiciliado en 103 Sassafras Court, North

Brunswick, NJ 08902, EEUU); 2) Brian Charles KELLER (domiciliado en 5058 Norlonville

Way, Antioch, CA 94531, EEUU).- L.a compareciente declara bajo juramento la plena vi-

gencia de las representaciones invocada.- CONSTANCIAS NOTARIALES: En mi calidad

de certiﬂc,a\nte hago constar: .- ACREDITACION DE LA IDENTIDAD: Que identifico a la i

bt

firmante 5‘0? conocerla en los términos del inciso a) de! articulo 1002 del Cédigo Civil - I.-
DESCRIPCION DEL INSTRUMENTO: Que el instrumento en el que estampa su firma
consiste en Carta Poder, ia cual consta de una foja.- El instrumento en el que se estampa

a firma no cumple con las formas exigidas por las leyes de la Republica Argentina, de-

Q@ do juzgarse su validez con sujecion a las normas del estado donde han de ejercerse,

conforme voluntad de la aqui firmante y lo dispuesto en el articulo 2° de la Convencion
interamericana sobre régimen legal de poderes para ser utilizados en el extranjero suscrip-
1a en Panama el 30 de enero de 1975.- lil.- REPRESENTACION DE LA APODERADA:
Que la firmante acredita 1a representacién invocada con (1) Canta Poder conferida por Nian
Wu que contiene facuitades suficientes para este otorgamiento y que le fuera conferida en

Nueva Jersey, Estados Unidos de América, con fecha 22 de julio de 2011, certificada por
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. F 001520927

: ‘el Notario Pablico del Estado de Nueva Jersey, Estados Unidos de Ameérica, Thomas S, -

~Nam, cuyo criginal me exhibe debidamente legalizado.- (2) Carta Poder conferida por 183
. Brian Charles Keiler gue contiene facultades suficientes para este otorgamiento y que le
~ fuera conferida en el Condado de Contra Costa, Estado de California, Estados Unidos de . 29
: :América, con fecha 22 de julio de 2011, certificada por el Notario Publico del Estado de ( 30

‘California, Estados Unidos de América, Marvin Everhardt, cuyo original me exhibe debi- | 31

|
- “damente legalizado - o == 32
’ \ Q \ E
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; _‘____/ W ~ | 35
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__,'/ ‘ Argentina, en virtud de las facultades que le confiere Ia ley organica vigente, LEGALIZA la firma ;

y sello del escribane DOLORES DEVOTO BORRELLI
obrantes en el documento anexo, presentado en el dfa de la fecha bajo .
el N° 110915498278/4 La presente legalizacion no juzga sobre |
el contenido y forma del documento.

Buenos Aires, Jueves 15 de Septiembre de 2011
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ESC. TOMAS-PAMPLEGA
COLEGTO DE ESCRIBANOS
CONSEJERO
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REPUBLICA ARGENTINA

MINISTERIO de

RELACIONES EXTERIORES
COMERCIO INTERNACIONAL Y CULTO

APOSTILLE
(Convention de la Haye du 5 octobre 1961) ,

DreaSN | 1. Pais ARGENTINA
CANCILLERR AR i El presente documento publico

o : Ha sido firmado por TOMAS PAMPLIEGA
_ Quien actta en calidad de FUNCIONARIO HABILITANTE

Lleva el selloftimbre de COLEGIO DE ESCRIBANOS - CIUDAD DE BUENOS AIRES

. En BUENOS AIRES 6. Ei dia 15/09/2011

. Por__UNIDAD DE COORDINACION LEGALIZACIONES_ _
MINISTERIOQ DE RELACIONES EXTERIORES, COMERCIO
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CONJUGADOS PEG-LIPIDO PUROS

[001] CAMPO DE LA INVENCION

La presente invenciéh se relaciona con la sintesis de polietilenglicol (PEG)-lipido conjugado. Mas
particularmente, la invencién se relaciona con un método conveniente y econdmico de sintesis, y

composiciones para preparar conjugados PEG-lipido con cadenas PEG sustancialmente mono

dispersas.

RECLAMO DE PRIORIDAD

{002] Esta solicitud reclama la prioridad de la solicitud de patente provisional de estados unidos
No. 611217, 627 titulada "CONJUGADOS PEG-LIPIDO PURODS" y le presentada el 2 de junio del
2009, y a la solicitud de patente provisional estadounidense nlimero 61/284. 065 "CONJUGADOS
PUROS PEG-LIPIDO. Y presentada el 12 de diciembre del 2009.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

f003} Cuando se utiliza como un vehiculo de liberacion, los conjugados PEG-lipidos tienen la
capacidad de mejorar el perfil farmacologico y la solubilidad de farmacos lipofilicos. Estos

también proveen otras ventajas potenciales como efectos colaterales minimos asociados con los

tratamientos terapéuticos.

[004] La distribucion estrecha de pesos moleculares de los polimeros libertadores de farmacos es
crucialmente importante para aplicaciones biomeédicas, especificamente si es usado en

inyecciones intravenosas. Por ejemplo, los glicéridos caprilico/caprico PEG-8 son mezclas de

)
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monoesteres, diesteres, y triesteres de glicerol y monoesteres y diesteres de polietilenglicoles
con un peso molecular relativo medio entre 200 y 400, Debido parcialmente a las reacciones
observadas en animales, la aplicacion de PEG-8 CCG para muchos farmacos insolubles en agua
fue restringida y fue publicado un limite de dosis de aproximadamente seis por ciento de PEG-8

CCQG para formulaciones de farmacos orales humanos.

[005] Con las cadenas de PEG producidas a partir de polimerizacion de radicales libres, 1a
distribucion de los pesos moleculares no estan confrolados estrechamente para cardenas que
tiene un peso molecular entre alrededor de 200 y 1200 daltons y mas. Tipicamente, mucho
menos que se 50% de los polimercs para en un bache tiene exactamente el peso molecular
objefiva. Una distribucién mas estrecha puede ser lograda con cromatografia de exclusion de
tamafo, la cual puede resultar en que la mayoria de los polimeros PEG tengan un peso

molecular objetivo. Sin embargo esto es extremadamente dificil de lograr a mono distribucion de

PEG's purificados.

[006] Las cadenas de PEG altamente puras, con hasta alrededor de doce subunidades estan
disponibles comercialmente. Sin embargo, estos PEG's son extremadamente caros y requieren

pasos adicionales de sintesis para incorporarles formulaciones cosméticas y/o farmacéuticas.

BREVE DESCRIPCION DEL INVENTO

[007] Se divulga Ia sintesis de conjugados de polietilenglicol-lipide. Tal sintesis incorpora pasos
de adicién de pequefios oligomeros de PEG a una columna vertebral de glicerol hasta alcanzar el
tamarfo deseado en la cadena. Los polimeros resultantes de la sintesis estan altamente mono-

dispersos. La presente invencidn proporciona muchas ventajas tales como sintesis simplificada,

<y
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alto rendimiento, y bajo costo de los materiales de arranque. EI presente método de sintesis es

deseable para preparar un amplio rango de conjugados.

[008] Por otro lado, 1a invencidn comprende conjugados PEG-lipido con una columna vertebral de
glicerol, covalentemente unida a una o dos cadenas PEG a mono-dispersas y uno o dos lipidos.

Estos conjugados son especiaimente Utiles para formulaciones farmacéuticas.

i

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

[009] La figura 1 describe un cromatograma LC-MS de 1,2-dioleoil-rac-3-monometéxidodecaetilen

glicol (MPEG-12)-glicerol.

{0101 La figura 2 describe un perfil PK mouse de soluciones de itraconazol IV.
La figura 3 describe un perfil PK mouse de soluciones de itraconazol oral.
LISTA DE ABREVIACIONES

{011] ia presente invencion aqui divulgada usa ia siguiente nomenclatura quimica:

DAG-PEG: diacilglicerol-polietilenglicoles

ooy

DMAP: N, N-dimetil-amino piridina
mPEG: monometox polietilenglicol éter g
PEG 12: polietilenglicoles 600

PEG 23: polietilenglicoles 1000

PEG 27: polietilenglicoles 1200

GDM-12: 1,2-dimiristoil-rac-glicerol-3-dodecaetilenglicot

Y-

——
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GDO-12: 1,2-diolecil-rac-glicerol-3-dodecaetilenglico!

GDC-12: 1,2-dicoloil-rac-glicerol-3-dodecaetilenglicol

GOM-600: GDO-600: 1,3-diolecil-gliceral-2-dodecaetilenglicol
GDC-600: 1,3-dicoloil- glicerol-2-dodecaetilenglicol

GDS-12: 1,2-distearoil-rac-glicerol-3-dodecaetilenglicol

GOB-12: 1,2-bis(dodecaetileng|ico|)g|icerol-3-oleate

GMB-12: 1,2-his(dodecaetilenglicol)glicerol-3-miristato

DSB-12: 1,2-bis(dodecaetileng|icol)glicero|-3-estearato

GOBH: 1,2-bis{hexaetilenglicol} glicerol-3-oleato

GMBH: 1,2-bis(hexaetilenglicot} glicerol-3-miristate

GCBH: 1,2-bis(hexaetilenglicol) glicerol 3-colato

GCLBH: 1,2-his(hexaetilenglicol) glicerol 3-colesterol

GPBH: 1,2-bis(hexaetilenglicol) glicerol -3-palmitato

GDO-23: 1,2-dicleoil-rac-glicerol-3-polietilen (1000} glicol , n = 23
GDO-27: 1,2- dioleoil-rac-glicerol-3-polietilen (1200) glicol , n = 27
GDM-23: 1,2-dimiristoil-rac-glicerol-3- polietilen {1000} glicol, n = 23
GDM-27: 1,2-dimiristoil-rac-glicerol-3- polietilen (1200) glicol, n = 27
GDS-23: 1,2-distearoit-rac-glicerol-3- polietilen (1000) glicol, n = 23
TPGS-VE: d-alpha-tocoferil polietilenglicol-1000 succinato
GDO-X-PEG 12: 1,2-dioleoil-rac-glicerol-3-X-dodecaetilenglicol (*X" representa una

union/espaciador, i.e., tiol, €l cual puede ser encontrada en la tabla 3}

Ciclosporine: Ciclo[[{E}-(28,3R 4R)-3-hidroxi-4-metil-2-(metilamino)-6-octenoil] -L-2-aminobutiril-

N-metilglicil-N-metil-Lleucil-L-valil-N-metil-L-leucil-L-alanil-D-alanil-N-metil-L-leucil-N-metil-L-leucil-
Nmetil-L-valil]

POPC: palmitoil-oleail fosfatidilcolina
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DESCRIPCION DETALLADA DEL INVENTO

[012) Las modalidades de la presente invencion estan descritas aqui en el contexto de métodos
de sintesis, intermediarios, y compuestos relacionados a la preparacion de conjugados PEG-
LIPIDO con pesos moleculares definidos estrechamente. Aquellos técnicos con conocimientos
medios en la materia pueden darse cuenta que la siguiente descripcion detallada de la presente
invencion es ilustrativa solamente y no intenta de ninguna manera limitar. Otras modalidades de
la p.resente invencién pueden ser sugeridas por estos a aquellas personas con conocimientos
medios en ta materia, teniendo por ello el beneficio de Ia presente divulgacion. Ahora se va a

referenciar en detalle la implementacion de |a presente invencién.

[013] Con fines de claridad, no todas las caracteristicas de las rutinas de la implementacion
descrita aqui no son mostradas ni descritas. Podra ser apreciado por supuesto que cualquiera de
tales implementaciones actuales, numerosas decisiones de implementaciones especificas
pueden ser realizadas a fin de lograr los objetivos especificos del investigador, tales como
conformidad con las aplicaciones y restricciones relacionadas con los negocios, y que sus
objetivos especificos variaran de una a ofra implementacion y de un desarrollador a otro.
Ademas, podrd ser apreciado que un esfuerzo en tales desarrollos puede ser complejo y
consumidor de tiempo, pero nunca seria una rutina industrial para aquellos técnicos con

conacimientos medios en la materia con los beneficios de esta divuigacion.

{014] Cuando se emplean conjugados PEG-LIPIDO como vehiculos dispensadores de farmacos,
se hace enormemente necesario usar conjugados bien caracterizados y altamente puros. Por
ejemplo, la patente estadounidense nimero 6. 810. 322, la cual es incorporada aqui como

referencia, ensefiar que variando la longitud del PEG y las cadenas acil afectan los parametros
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de empacado de los conjugados que a su vez determinan si las composiciones de conjugados
PEG-Lipido forman o no liposomas. Adicionalmente para afectar sus la estructura fisica de las
composiciones farmacéuticas, la eleccion del tamafio de los lipidos y el PEG puede tener efectos
significativos en la farmacocinética y estabilidad cuando se formulen los compuestos
farmacéuticos especificos con los conjugados PEG-lipido. Por lo tanto, fotes uniformes de
conjugados con cadenas de PEG monodispersas de un tamafio especifico es son a menudo

altamente preferidas sobre lotes que tienen un rango de longitudes de PEG.

[015] La presente invencion provee conjugados PEG-lipido de alta pureza con cadenas PEG
monodispersas, y compuestos y métodos para la sintesis de estos conjugados PEG-Lipido
partiendo de oligdmeros PEG de peso molecular entre alrededor de 110 y alrededor de 300
daltons. La presente invencion también probé métodos para la preparacion de conjugados PEG-
Lipido incluyendo varios lipidos tales como acidos grasos saturados e insaturados o acidos
biliares. Tales conjugados PEG Lipido pueden ser usados para la liberacion de farmacos,

especialmente para administracion intravenosa de agentes pocos solubles en agua.

[016] Generalmente, la invencion incluye composiciones y métodos para sintetizar conjugados
PEG-Lipido comprendiendo una cofumna vertebral de glicerol con una o dos cadenas de PEG
monodispersas y uno o dos grupos de lipidos PEGados a la columna vertebral. Los grupos

espaciadores o de union pueden ser incluidos entre la columna vertebral y las cadenas PEG yio

grupos de lipidos.

[017] Las variaciones de la invencion incluye columnas vertebrales de glicerol con dos fipidos y
una cadena PEG monodispersa (ambos isémeros), columna vertebral de glicerof con un lipido y

dos cadenas PEG monodispersas (ambos isomeros), y columnas de glicerol con un lipido y una
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cadena monodispersa de PEG (todos isomeros) donde la tercera posicion en la columna

vertebral pueden consistir en varios compuestos o fracciones.

[018] adicionalmente, a invencion provee métodos para hacer isomeros 1,2 6 1,3 glicerol, puros.
El comercialmente disponible lipido diester 1,2 glicerol puede ser usado para formular muchos
compuestos por medio de unir nuevas porciones a la posicion disponible en la columna vertebral
del glicerol. Sin embargo, ocurren transformaciones de posicion durante almacenamiento de
estos diesteres 1,2 glicerol resultando en la formacién del isémero se mas estables 1,3 glicerol, el
cual puede estar presente en fracciones tan grandes como alrededor del 30%. La presente
invencion es la anica posibilidad para producir y mantener la pureza de los enantiomeros 1.2 6.
1.3 glicerol. Mientras los isomero 1,2 6 1,3 puede algunas veces ser funcionalmente equivalente,
la eleccion del isomero puede tener implicaciones en una gran variedad de procesos de
liberacion tales como transporte intracelular de moléculas lipofilicas asi como su uso como
vehiculos en aplicaciones farmacéuticas. Por ejemplo, los isémeros pueden diferir en habilidad
para estabilizar un compuesto durante su disolucién y almacenamiento.

La estructura quimica 1 ilustra la diferencia en la conformacion estérica de dos de tales isomeros.
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Estructura quimica 1: dibujos 3D de 1 (1) 1,2-dimiristoil-glicerol-3-dodecaetilenglicol y (2) 1,3

dimiristoil-glicerol-3-dodecaetilenglicol.
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{019] Los conjugados que tienen cadenas PEG monodispersa hasta de 1200 altos son dtiles para
varias aplicaciones de liberacion de farmacos. Los conjugados donde las cadenas PEG miden
entre alrededor de 300 y 600 daltons son especialmente dtiles para formular formas de
dosificacion liquida tales como soluciones para inyeccion intravenosa o para ingestion oral. Los
conjugados donde las cadenas PEG miden alrededor de entre 600 y 1200 daltons son
espr-_:cialmente Utiles para formas de dosificacion solidas tales como céapsulas. Una combinacion
de estas es 0til para hacer una forma de dosificacién sélida para agentes pobremente solubles
agua en los cuales una forma liquida de los conjugados arriba citados, generalmente con
cadenas PEG entre alrededor de 300 a 600 Daltons, es usada como un solvente y la forma sélida

de los conjugados ya citados, tipicamente con cadenas PEG entre alrededor de 600 a 1200

daltons, es usada como un solidificante.

[020] La presente invencién incluye proveer métodos de sintesis convenientes y econdmicos para
preparar conjugados PEG-lipido monodispersos y proveer varios grupos de unién lineales para
conjugar un lipido a un polimero. La presente invencién provee varias ventajas tales como una
sintesis simplificada, gran rendimiento del producto y bajo costo de los materiales de arranque
puesto que los oligomeros PEG disponibles comercialmente son extremadamente caros, hacerlos
significa un costo prohibitivo para produccion a gran escala de conjugados PEG lipido similares.
Ademas, el presente método de sintesis es preferible para preparar un amplio rango de

conjugados PEG-espaciador-lipido.

[021] La sintesis de cadenas PEG monodispersas incluye al comienzo, unir una cadena corta de
PEG (con 1 a 6 subunidades) a una columna vertebral de glicerol protegida. La cadena PEG es

llevada a una longitud especifica por eterificacion. Un ejemplo esta mostrado en el Esquema de

Reaccion 1.
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Esquema de reaccion 1: sintesis de 3-monometoxidodecaetilenglicol (mPEG-12)-gliceral.
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(022] En el esquema de reaccion uno un primer reactivo oligomero PEG (b) es preparado
protegiendo (por ejemplo, por benceno) un primer término de un oligémero PEG y creando un
segundo término reactivo (por ejemplo, por un grupo tosil como se muestra). El primer oligémero
reactivo es entonces combinado con un glicerol que tiene dos grupos -OH protegidos (a). El
grupo protector en el glicerol es seleccionado para ser estable bajo condiciones que remueve el
grupo protegido en el primer término del primer oligdmero reactivo. En segundo término reactivo

del oligomero se une con & -OH libre del glicerol para formar un intermediario glicerol-oligémero
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(c). El grupo protector en la primera terminal de fa porcién del oligémero del intermediario es
entonces removido para exponer un grupo -OH reactivo {d). Un segundo oligémero PEG reactivo
(e) es adicionado al intermediario para formar una cadena PEG extendida unida a la columna
vertebral del glicerol {f}. En el esquema de reaccién 1, en segundo oligdmero PEG reactivé esta
protegido en su terminal primera por un grupo metil terminal, porque se desea una cadena PEG
de 12 subunidades. Sise desean cadenas mas largas, el grupo protector en el segundo reactivo
oligomero PEG es seleccionado de manera que pueda faciimente ser removido para extensiones
adicionales de la cadena PEG, por ejemplo usando {b) otra vez como el segundo oligémero. Una
vez que se logrd la longitud deseada de la cadena, los grupos protegidos de la columna vertebral
de glicerol son removidos para formar el producto {g). Ei producto (g) que tiene una cadena PEG
monodispersa, puede entonces ser reaccionada adicionalmente para afadir los lipidos deseados
en la columna vertebral de glicerol. Similarmente la sintesis puede empezar con una cadena
PEG corta o preparar el hexaetilenglicol a partir de la eterificacion de dos trietiienglicoles o entre
un trietilenglico! y un monometoxi trietilenglicol. En esta ruta, se incluiran dos pasos més en la
sintesis.

[023] En el esquema de reaccion 1, la remocion de los grupos protectores bencil para exponer un
grupo hidroxil libre puede ser lograda por cualquier reactante adecuado. Por ejemplo, el grupo
bencil puede ser removido por hidrogenacién en presencia de un catalizador de paladio antes

que la cadena PEG sea extendida por repeticion del proceso de eterificacion.

[024] Siguiendo la sintesis de una cadena PEG en una columna vertebral de glicerol como fue
ejemplificada en el esquema de reaccion 1, el grupo protector es removido del glicerol, el cual
resulta en dos grupos hidroxil libres. El grupo hidroxil libre puede ser reaccionado con un 4cido
graso en la presencia de N, N-dimetilamino piridina (DMAP) en un solvente inerte como mostrado

abajo en el esquema de reaccion 2.
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Esquema de reaccion 2: Sintesis de 1,2- diminstoil-rac-3-PEG 12-giicero|

} 5 [025] El esquema de reaccién 3 describe una manera de la preparacion de un lipido activado
para ser usado en el esquem'a de reaccién 2. En este método, el grupo carboxil de los acidos
grasos es activado con un agente de activacion adecuado. Por ejemplo el cloruro oxalil puede

ser usado como se muestra,

\WM(OH
Cl O

)y~

O al

MW(CI
0
10

9 Esquema de reaccion 3, Formacién del Minstoil cloruro
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[026] Mientras a continuacién se ilustra un método para sintetizar un conjugado PEG-lipido
particular con una Unica cadena PEG monodispersa, la invencidn mas ampliamente ensefia

métodos y materiales para hacer un rango amplio de conjugados PEG-lipido.

[027) El primer oligdmero PEG reactivo comprende preferiblemente entre 3:07 unidades
CH2CH20, y mas preferiblemente tiene entre 4 y 7 unidades CH2CH20, sabiendo que el
oliQémero puede ser de cualquier longitud hasta 12 unidades. Oligomeros reactivos adicionales
también preferiblemente comprenden entre 3.07 unidades CH2CH20, y mas preferiblemente
entre 4 y 7 unidades CH2CH20, siempre y cuando los oligémeros adicionales fueran de cualquier

longitud hasta un limite de 12 unidades.

[028] Los conjugados PEG-lipido de la presente invencion cada uno tiene uno o dos cadenas
PEG monodispersas. Mientras no se nota de otra manera, mas del 50 por ciento de las cadenas
PEG en un conjugado particular tiene el mismo peso molecular. Méas preferiblemente, mas del 75
por ciento tiene el mismo peso molecular. Lo mas preferiblemente es que mas del 90 % tenga el
mismo peso molecular. También mientras no se note de ofra manera, preferiblemente las
cadénas PEG estan comprendidas de entre alrededor de 6 y 27 subunidades de polimero. Mas
preferiblemente las cadenas PEG estan comprendidas entre alrededor de 7 y 27 su unidades de
polimeros. Lo mas preferiblemente es que las cadenas PEG estén comprendidas de entre

alrededor de 7 a 23 su unidades de polimeros.

[029] En el caso de la sintesis del 1,2-dimiristoil-rac-PEG 12-glicerol, el glicerol esta protegido de
manera que la cadena PEG esta formada en la tercera posicién. (Ver Esquema de Reaccion uno,
compuesto (a). Puede ser apreciado que empleando derivados de glicerol alternativos como

componente de arranque resultard en conjugados que tienen la cadena PEG en posicion
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diferente. Por ejemplo, protegiendo las posiciones uno y tres de glicerol resultara en una cadena

PEG en la segunda posicion (R). Un derivado de glicerof que puede ser usado para tal sintesis

esta mostrado en la Estructura Quimica 2.

> on

0O

Estructura Quimica

[030] Si se desea un conjugado con dos cadenas PEG, pueden ser usados los derivados del
glicerol como se muestra en la estructura quimica 3 o en la estructura quimica 4. En estas
estructuras, R indicar un grupo protector que puede ser reemplazado mas tarde, o un lipido acil
que puede comprender la estructura final. Para estos conjugados, las cadenas PEG son crecidas
en tandem y seran idénticas en longitud. Los conjugados teniendo dos cadenas PEG son

particufar en mente dtiles en algunas circunstancias, de acuerdo a como los conjugados PEG

estan unidos.

OH OH
OH
é’ }O—R
o OH

Estructura quimica 3 Estructura quimica 4

(031) Podria ser deseable incorporar grupos enlazadores diferentes at oxil entre la columna
vertebral del glicerol y la(s} cadena(s) PEG. Por ejemplo, una enlazador tiol se puede emplear
para aplicaciones donde una union labil es atil. Ofros enlazadores utiles estan anotados en la

tabla 3 y en ofros lados de esta descripcion. Para sintesis de conjugados que tengan entazadores
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alternativos entre la columna vertebral y la cadena(s) PEG, el grupo enlazador es primero unido a
una columna vertebral de glicerol protegida (por ejemplo la estructura quimica 3). Entonces el
primer oligomero PEG reactivo es unido al extremo y libre del elemento de unidn y el PEG es
extendido tanto como se desee. Alternativamente, el primer oligémero PEG que activo puede ser
unido al enlazador antes de unir el enlazador & la columna vertebral. En modalidades con
enlazadores, los reactante es PEG preferidos tienen grupos funcionales hidroxil, amino, carboxil,
isocianato, tiol, y carbonato. Los reactantes-PEG preferidos para ser usados en esta modalidad

del método inventivo incluye PEG tosilato, PEG mesilato y succinil PEG.

[032] Podria ser también deseable incorporar el mismo grupo enlazador entre la columna
vertebral de glicerol y el grupo lipido(s). Para obtener tates conjugados, el enlazador puede estar
unido con el LIPIDO antes de unirse a la columna vertebral, o el enlazador puede ser unido a fa

columna vertebral antes de unir el lipido.

[033] En los siguientes métodos describen el crecimiento de la cadena PEG en una columna
vertebral que esta protegida por un grupo de proteccion removible. Entonces, después de que el
PEC; estaba en su lugar, el grupo o grupos lipido son unidos a la columna vertebral. Sin embargo,
es tambien posible usar uno o dos lipidos como un grupo o grupos protector en la columna
vertebral antes de hacer crecer la cadena PEG. Este método alternativo es especialmente Utiles
con cadenas alkil que no tienen grupos reactivos que necesita ser protegido durante la union y la
extension PEG. Es mucho menos Utif cuando son deseados los conjugados acidos esteroides,

como los acidos biliares tienden a tener muchos grupos laterales que crean salidas durante la

extension y la union PEG.

[034] Mientras los método de sintesis descritos ariba son utiles para ser muchos compuestos
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comprendidos en la invencion, en algunos casos podria ser necesario 0 mas conveniente
emplear otros métodos. Por ejemplo, si es deseado un conjugado tiene un acido biliar y dos
cadenas PEG de 27 unidades, tal conjugado puede ser construido sintetizando 1as cadenas PEG

monodispersas antes de unir todas a la columna vertebral de glicerol. Similarmente, es posible

“hacer muchos de los compuestos de la invencién incluyendo PEG més pequefios usando

cadenas PEG sintetizadas antes de unir las a la columna vertebral del glicerol.

[035) La sintesis de otros compuestos de la invencion pueden también requerir consideraciones
especiales. Los conjugados que tienen enfazadores entre 1a columna vertebral y los grupos
acilos o PEG algunas veces también serdn hechos construyendo las cadenas PEG
monodispersas antes de unir las a la columna vertebral, dependiendo de consideraciones tales

como la naturaleza de los ligandos en los enlazadores.

[036} Los conjugados de la in\..rencién incluye en aquellos con un Unico lipide y una (nica cadena
PEG monodispersa unida a una columna vertebral de glicerol, donde la tercera posicién en la
columna vertebral estd ocupada por otra fraccién elegida entre un grupo hidroxilo y un agente
activo. Cabe sefialar que, mientras transformacion posicional ocurre, durante almacenamiento de
1,2 glycerol diesteres con grupos hidroxil los libres como se nota, la posibilidad de R arreglo sera
mas pequefia para conjugados con un lipido simple y una cadena PEG monodispersa Unica
unida a una columna vertebral de gliceral con un grupo hidroxil libre sea la cadena PEG es mas
larga que alrededor de seis su unidades, puesto que se requiere gran cantidad de energia para
mover una cadena PEG (a causa de que el estérico, el tamafio molecular y la polaridad difieren
de la de un lipido). También, los isdmeros 1,3 son generalmente mas estables que los isdmeros
1,2.

[037] Siguiendo los principios descritos arriba, pueden ser sintetizados una gran variedad de
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conjugados PEG-lipido teniendo una o mas cadenas PEG monodispersas. Una gran variedad de

modalidades especificas son descritas a continuacion.

[038] Los lipidos apropiados para sintesis de los conjugados PEG lipido incluye acidos biliares
{acidos esteroidales) asi como cadenas de alquilo. Por o tanto, la presente invencion incluye una
variedad de conjugados PEG-lipido preparados por el presente método de sintesis en fase
liquida. Los conjugados acilos esteroidales-PEG pueden ser incorporados en liposomas como
una fraccién objetivo para liberacion de farmacos fase IiPidica en celulas especificas o en

sistemas de liberacion de farmacos auto-emulsificantes (SEDDS).

[039] Los acidos biliares (acilos esteroides) constituyen una familia muy abundante de moléculas,
compuestos de una estructura de esteroide con 4 anillos, una cadena lateral de c¢inco u ocho
carbonos terminando en un &cido carboxilico, y la presencia y orientacién de diferentes numeros
grupos hidroxil. Los 4 anillos éstén etiquetados de izquierda a derecha A, B, C y D, con el con el
anillo D mas pequefio en un carbono gue los otros tres. Un acido biliar ejemplar es mostrado en
la E_structura Quimica 5. Todos los acidos biliares tienen cadenas laterales. Cuando subtienden
un grupo carboxil que puede estar unido a una amida con taurina o glicina, los grupos hidroxilo
nucleares pueden ser este criticados con glucouronidos o sulfato los cuales son esenciales para

la formacién de sales de bilis soluble en agua a partir de bilis disueltas en alcohol.

R1 y R2 pueden ser hidroxil o protén

Estructura Quimica 5
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[040] En forma normal solamente unas pocas modificaciones en la estructura han sido estudiadas
con respecto a las propiedades fisico quimicas de la sales de bilis. Una publicacién de patente .

(WO 02083147) divulga conjugados de acidos grasos sal biliar en la cual un acido biliar o sal

e

biiar es conjugada en la posicion 24 (carboxil} con un amincacido apropiado, v 1a ligadura C=C
insa.turada es conjugada con uno o dos radicales de acido grase con 14 a 22 &tomas de carbono,
Estos conjugados pretenden ser usados como una composicion farmacéutica para la reduccion
de colesterol en sangre, por el tratamiento de higado graso, hiperglicemia y diabetes. Otra
solicitud de patente la US 20032120} divuiga el pro farmaco Aciclovir-acido biliar en el cual un

grupo en las ante puede ser usado entre la sido biliar y compuestos.

[041] En una modalidad general, la presente invencion provee conjugados PEG-lipido acordes
con la Formula General 1. La diferencia entre las dos variantes mostradas en la formula uno es la

posicion relativa de las cadenas del polimero y el lipido a lo largo de la columna vertebral del

glicerol. ' )
@] X ~Pp g
Ry
0 X RO !
~
/ P _0
Ry y/o R;
Formula |

[042] Existen muchas modalidades alternativas de la Férmula |. En una variacion de la formula
uno, R1y R2 pueden ser el mismo o diferente y estar seleccionado del grupo formado por los
grupos alquil saturados o insaturados listados en la tabla 1 o en la tabla 2; X es -O-C(Q}-, -O-, -

S-, -NH-C-(O}-0 una enlazador seleccionado de la tabla 3; y P es una cadena PEG.

[043] En otra variacion de la férmula |, R1 0 R2 es un grupo alquil y el otro es H. En estas .
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modalidades de la formula uno, al menos R uno u R dos es un grupo alquil saturado o
insaturados que tiene entre 6:22 dtomos de carbono y mas preferiblemente entre 12 y 18 atomos

de carbono. Eltérmino "alquil” abarca 4cidos grasos saturados o insaturados.

[044] La presente invencidn también probé conjugados PEG-lipido acordes con la formula

General II:

X O~g

P X

Pz Y/O

Formula ll

[045] Una vez mas, existen varias modalidades alternativas de la formula Il. En una variacién de
la férmula 1, R es un grupoalquil listado en la tabla 1 o tabla 2; X es -0-C(0)-, -O-, -8-, -NH-C-
(O)-6 un enlazador seleccionado de la tabla 3; y P1 y P2 son la misma cadena PEG. Al proveer
dos cadenas PEG enlazadas, los conjugados de acuerdo con la farmula I} pueden proveer de

ventajas sobre los conjugados que tienen una nica cadena PEG.

[046] Tabla 1: Lipidos saturados a ser usados en la invencion

I
Nombre comin Nombre ITUPAC ) Estructura quimica " Abr. ! C)
: |

e e —— e ; | _ .
Butirico Acido-Butanoico CH;(CH,),CO0H Ca:0 -3

o mp e ma

. Punto de fusidn

<o

<imy

oy

o



.Caprilico

] Caprico

Laurico i

Miristico

Palmitico

Estearico

Arachidico

' .Behenico
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Acido Hexanoico

Acido Octanoico

Acido Decanoico

Acido Dodecanoico

Acido Tetradecanoico

Acido Hexadecanoico

Acido Octadecanoico

Acido Eicosanoico

Acido Docosanoic

CH;(CH,),COOH C6:0
CH,(CH,)sCOOH C8:0
CH,3(CH,):COOH C10:0
CH;(CH,),,COOH Ciz:0
CH;(CH,},COOH Cl14:0
CH;3(CH,).COOH Cl16:0
CH;(CH),sCOOH o C18:0
| C_ITI:;;I‘:I;)WCOOH._ B F(—Z_20:0
CH3(CH;);0COOH C22:0

—_——

[p— 'Q""

ey

16-17 ’

31

44-46

58.8

63-64

699

75.5

Oty

74-78

{047] Tabla 2: Lipidos insaturados para ser usados en la presente invencion

S

. Acido Miristoleico

Acido Palmitoleico

Acido Oleico

Estructura quimica

Al’

. Ubicacion de la
+ Doble ligadura '

CH,{CH,);CH=CH(CH,);COOH

CH](CH2)5CH=CH(CH3)1COOH

CH3(CH,);CH=CH(CH;);COCH

cis-A°

cis-A°

cis-A’

-3 — .

# carbon/

Dobles ligaduras

14:1

16:1

18:1 )

e

a5ty



Acido Linoleico

,

PR
|
1

I

Acido a-Linolenico

i AO,AI‘J:AIS
Acido CH;(CH,)sCH=CHCH,CH=CHCH,CH=CH cis,cis.cis,cis-
Arachidonico CH,CH=CH(CH,);COOHNL ASAB AT AM
! Acido Ertcico CH,(CH,),CH=CH(CH,);,COOH cis-A"

20

CH;(CH1)4CH=CHCH2CH=CH(CH2)7COO

cis,cis-0° A"

\ CHsCH,CH=CHCH;CH=CHCH,CH=CH(C| cis,cis,cis-

— s - [

[048] Tabla 3: Enlazadores adicionales para usarse en la invencian

18:2

18:3

20:4

22:1

No

Simbolo

Enlazador

N,

HO

NH,

o]
2 =0

n =1 a I8, dcido carbamoil-carboxilico

N,

o

HoN N NH,
n=1 a 18: n-amino-alquil-amida

Ny

.

HO n NH,
n =1 a |8: n-hidroxii-alquil-amida

Ny

O Q

¢

HoN NH,

n =1a 18§, alquil diamida

Ny

HN OH

NH,
n =1 a I8, acido diamino carbaxilico

i

8

oon

-ty
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N, HOM\NHZ
n =2 a 18: n-amino alcohol
i0 Nio M TN,
n=2a 18: diamino
hi
HO ﬁ’{\“};\NHZ
n=1a 18: icido n-amino-alquil-carbamico
O
12 N NH
HZNMS/‘}R/ 2
n =1 a 12: n-amino{methy]-tio),-propanamida
Q
13 S,
HS OH
n
n =1 a 18; 4cido n-mercaptocarboxilico
0
14 S,
n
NH,
n =1 a 18; icido n-mercapto-atfa-aminocarboxilico
b
15 S3
HO H’ﬁ\JF\SH
n = 1a 18: dcido n-mercapto-alquil-carbdmico
R
16 5,
Ho~ s s
o}
R=Ho grupo alquilo,n=04a 18
R OH
17 S
HO\‘H\SQ\])’H\SH
O OH
R =H o grupo Alquilo
n =0 a 12: dcido n-mercaptopropiltio)carboxilico
18 56

Hs ™ TN) A,

n=1a 18 Amino-tiol

o o

e

et

14X
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1 S Hs ™ T o
n=1a 18: n-mercapto-alcohol
HS” N sH
20 S n
n=1a18: ditiol
21 S o
’ NH
n = 1a 18: n-amino-(metil-tio},-propanoico
o]
HO\,(/\aJ\
22 n OH
Acy n=1a 18: acido n-hidroxi-carboxilico
O
23 Acy /(\/)Jj\
H,N n OH |
n=1 a 18: 4cido n-aming-carboxilico
o
24 Ac
. HOMOH
0
n =1 a 18: dcido di-carboxilico, n=1: succinil
25 AC4
HO/M:\OH
n=1al8g; diols
)i
26 Acg
HO u’(\/}'n\or-i
n =1 a 18: 4cido n-hidroxi-alquil-carbdmico
O
27 ACG

HOMS/\)E/OH

n =1 a 18: 4cido n-hidroxil-{metil-tio),-propanoico

[049] Los conjugados PEG-lipido de la presente invencion también incluyen compuestos donde la

porcion del lipido comprende uno o dos &cidos bhiliares. Estos conjugados tienen la misma

estructura que la mostrada en la formula | y formula Il, excepto que los grupos alquilos estan

remplazados por los 4cidos biliares. Por conjugados de acidos biliares, variaciones vy

o

i
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modalidades preferidas son los mismos que los descritos para los conjugados PEG-alquilo.
Debido a que los &cidos biliares son similarmente lipofilicos a los grupos alquilo, los conjugados
de acidos biliares también comparte similares propiedades fisicas y son generalmente adecuados

para algunos de los mismos usos que los conjugados PEG-alquilo.

[050] La estructura quimica seis muestra dos variantes de la presente invencion tenfendo una

cadena PEG unica y dos acidos biliares unidos a la columna vertebral del glicerol.

Estructura Quimica 6

[051] En la estructura quimica 6, Y1 y Y2 pueden ser iguales o diferentes y son OHo H o CH3, o
estar seleccionado de acuerdo con los acidos biliares mostrados en la tabla 4. Similarmente, los
acidos biliares con cadenas laterales diferentes (como se muestra la tabla 4) puedes ser
conjugados a la columna vertebral del glicerol. La tabla 4 lista los 4cidos biliares y sus derivados

que son utiles para llevara a cabo la presente invencion.

[052] Tabla 4: Acidos biliares (4cido de esteroides) y sus analogos para uso en la presente

invencion

| Nombre Estructura Quimica Otro nombre

nm

e

<ron

)\



Acido Célico

Acido
3a,7a,120-
trihidroxi-5§3-
colanoico

Acido Desoxicélico

Acido 3a,12a-
Dihi-droxi-5-
colanico

Acido S5-Colenico

-3F-ol

CH
CHy . GHy [ °

HO

OH

Acido 3p-
Hidroxi-5-colen-
24-oico

Acido Dehidrocélico

CH OH

Acido 3,7,12-
Trioxo-5p-
colanico

Acido Glicocolico

N-(3o, 70,1 20-
Trihidroxi-24-
oxocolan-24-il)-
glicina

Acido

N-(3o,120-
Glicodeoxicolico Dihidroxi-24-

oxocolan-24-

ihglicina

oy

Py

carm
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’ Acido 3a,70-
Acido dihidroxi-5p-
Quenodeoxicdlico colanico
HO' “on
Acido Glicoqueno-
deoxicolico N-(3a,7a-
Dihidroxi-24-
oxocolan-24-
HO ihglicina
Acido Ursodeoxicolico Ursodiol
HO
Acido Litocélico Acido 3a-
Hidroxi-5p-

HO

colan-24-oico

Acido 3u,60-
Dihi-droxi-5p-
colan-24-oico

Acido HO

' OH
Hiodeoxicdlico
H,C

P . CH OH ,

Acido 5p-Colanico - He Acido 3,7-

3,7-dion 3 Diketo-5p-colan-
24-o0ic

's] @]

<t
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[053] Todavia otra variacion de la invencion incluye compuestos de acuerdo a la formula uno

donde tanto R1 como R2 es una solo biliar y el otro es un grupo alquilo. Un gjemplo de esta

variacion de conjugado polimero lipido es mostrado en la estructura quimica 7.

o
/>/\oc1{3CHz(oc1{2CH,>10H
0
R/

y/o

oj_ocnzcnz(ocuzcm)non
0

/

Estructura Quimica 7

[054] En la estructura quimica 3, Y1 y Y2 son iguales o diferentes yson OHoHo CH3 o
seleccionado de acuerdo con el &cido biliar mostrado en la tabla 4. También, la cadena lateral del
acido biliar puede variar de acuerdo con la estructura mostrada en la tabla 4. R es un grupo

alquilo saturado o insaturado seleccionado a partir de la tabla 1y la tabla 2.

[055] Otra modalidad referida para el compuesto de la formula general Il es un conjugado PEG-

acido biliar acth corte a la Estructura Quimica 8.

< on
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OCH,CH,(OCH;CH,WOH

OCH,CHy(OCH,CH)nOH

y/o

o]
YOCH}CH;(OCH;CH;)HOH
OCH)CH3(OCHCH, wOH

Estructura Quimica 8

asaenli

(056] En la estructura quimica 8, Y1y Y2 son OH o H o CH3 o seleccionada acordes con los
acidos biliares mostrados en la tabla 4. También, la cadena lateral del asido biliar puede ser

variada acorde a la estructura mostrada en la tabla 4.

[057'] Otra modalidad adicional preferida para el compuestos de la formula generat |l es un

conjugado PEG-colesterol acorde a cualquiera de las estructuras mostradas en la Estructura

Quimica 9

fi Q
Flitin B oy a "ty
\n/v\/ \R/\)\” PEGR0Y \r\)\u
o o

FEGR-0

Estructura Quimica 9

oy

o

<2t

LY}
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[058] otra modalidad de la presente invencion esta representada en el esquema de reaccion 4.
En este método, cualquier acido biliar adecuado, tal como un acido colico es reaccionado con 3-
mPEG-12-glicerot en la presencia de N,N-dimetitamino piridina (DMAP) en diclorometano para
producir el producto final de 1,2-dicoloil-rac-3-mPEG-glicerol. Sera apreciado que pueden ser

usadas Ias cadenas PEG monodispersas de muchas longitudes discretas.

(3133
,;3\/"\/“\/\0/\/“\/\0/“\/0\/\0

Hmvu\/\o/\/”\/\o/\/”

Wy
~ /_/"
S
[+ 0_/_
e
a_/o <0—/—

1o

Esquema de reaccion 4: sintesis de 2-dicoloil-rac-3-mPEG 12-glicerol

(059] Otra modalidad de la presente invencién, representada en el esquema de reaccion cinco,
comprende reaccion del DL-1,2-y su propilideneglicerol con &cidos grasos para dar 1 o con
colesterol para dar II, respectivamente. La remocion de los grupos y su propi los por cualquier

método deseado proveer productos intermedios Il y IV respectivamente.

[
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.

0
/\/\N\/\/\/\)km;

DMAPCH,Cly

om

Esquema de reaccion 5: sintesis de intermediarios de conjugados PEG-lipido

[060] El método descrito puede ser usado para preparar una gran variedad de conjugados PEG
lipido novedosos. Por ejemplo, los métodos pueden ser usados para preparar 3-PEG-1,2-
alquilglicercl en forma pura conteniendo cuaiquier cadena de 4cido graso. Los acidos grasos
preferidos tienen una Iongitdd de cadena de carbonos de entre alrededor de C6 a C22, -

preferiblemente entre alrededor de 10 y alrededor de C18.

<o
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{061] Los métodos descritos pueden ser usados para preparar una gran variedad de conjugados
nuevos PEG-lipido. Por ejemplo, los métodos pueden ser usados para preparar acido 3-PEG-1,2-

diesteroil-glicerol en forma pura conteniendo cualquier cadena de acido biliar,

[062) Los métodos descritos pueden ser usados para preparar una gran variedad de conjugados
PEG-lipido con ramas. Por ejemplo, los métodos pueden ser usados para preparar 3-alquilgl-
1,2bisPEG-gliceral en forma pura conteniendo cualguier cadena de acido graso. Los acidos
grasos preferidos se encuentran dentro del rango de longitud de cadena de carbonos de

alrededor de C6 a C22, preferiblemente entre alrededor de C10 y alrededor de C18 (Esquema de

Reaccién 6)

Q

0)\/\/\/\/\/\/\
ST

HO

2 Ha [s]
)/
\Q\;{__‘_ o /\/0\/\0 /\/0\/\\“ /\V,O\/\\m“]
[s]
luﬁ'
N P N

W“v[ow°wnw°%owowml1,
a

Esquema de reaccion 6; sintesis de 3-miristoil-1,2-bis(metoxihexaetilen glicol) glicerol

[063] £l esquema de reaccién seis resulta en un compuesto gue tiene una columna vertebrat de
glicerol, un grupo lipido, y dos. cadenas PEG monodispersas. Sin embargo, es facilmente notado
que extendiendo la cadena PEG como se ejemplificada en el esquema de reaccion uno puede
ser hecho con otros oligomeros tates como trietilenglicol o entre trietilenglicol y monotrietilenglicol

como se describe en la seccién precedente.
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[064] Los métodos descritos pueden ser usados para preparar una gran variedad de conjugados
PEG-lipidos rameados. Por ejemplo, los métodos pueden ser usados para preparar acido 3-
esteroid-1,2-bisPEG-glicerol en forma pura conteniendo acidos esteroides-glicerol en forma pura

conteniendo cualquier cadena de acido biliar Esquema de Reaccion 7

[+]
Q/\O/z\o}l + 3HOJWO\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/’\OCH3
OH 0

DCCTIMAP
CHXCI,

0
O/\O/}ok/\rovo\/\o/\\/o\/\o/‘vo\/\ocm
o 05

I N W N N T Lo

Ot
H'Z/PIC&—/

0
HO/}QLYO\/O\/’\O/\/O\/\O/\/O\/\OCHs
o a4
O)/\)\\ 07 e O e O s O

Esquema de Reaccion 7: sintesis de 3-coloil-1,2-bis(metoxihexaetilenesuccinil glicol}-3-colato

0

f065] Un uso preferido de los PEG-lipido inventivos es en la preparacion de liposomas y otras
formulaciones que contienen lipidos. Acorde con la presente invencion, una composicion
farmacéutica puede incluir uno ¢ mas vectores genéticos, moléculas anti sentido, en proteinas,
peptidos, lipidos reactivos o farmacos. Por ejemplo, el agente activo puede incluir uno o mas
farmacos (tales como una o mas drogas anticancer o otros agentes anti-cancer). Tipicamente los
agentes activos hidrofilicos seran adicionados directamente a la formulacion y los agentes activos

hidrofobicos seran disueltos por PEG-lipido antes de mezclarios con los ofros ingredientes.

aow

<am

-y

51



15

20

25

32

[066] Agentes attivos adecuados que pueden ser presentados en las formulaciones inventivas se
incluyen uno o mas vectores genéticos, moléculas acth y sentido, proteinas, péptidos, lipidos vio
activos o farmacos, tales y como han sido descritas arriba. Los PEG lipido inventivos pueden ser

usados para administrar a agentes activos que son seguros en la presencia de oligdmeros PEG

para uso intravenoso.

[067] Los agentes activos preferidos que son compatibles con la presente invencion incluyen
agentes que actlan en los nervios periféricos, receptores adrenérgicos, receptores colinérgicos,
musculos esqueléticos, sistema cardiovascular, musculos lisos, sistema circulatorio sanguineo,
sitios sinapticos, sitios de juncién neurcefector, sistemas endocrinos y hormonal, sistema
inmunoldgico, el sistema reproductivo, el sistema esquelético, el sistema alimentario y excretor, el
sistema vista amino, y el sistema nervioso central. Los agentes adecuados pueden ser
seleccionados a partir de, por ejemplo, proteinas, enzimas, hormonas, nucledtidos, poli
nucledtidos, nicleo proteinas, palisacaridos, gluco proteinas, glico proteinas, lipoproteinas, Paul
y péptidos, esteroides, terpenoides, retinoides, antagonistas receptor H2 anti Ulcera, farmacos
anti Ulcera, agentes hipocalcemicos, humectantes, cosméticos, etc. Los agentes activos pueden
ser analgesicos, anestésicos, agentes antiarritmicos, antibioticos, agentes ante alérgicos,
agentes anti colnérgicos, agentes anti cancer (por ejemplo, mitoxantron, taxanos, paquitiaxel,
Campotecin y derivados campotecin (por ejemplo SN-38), gemcitabina, antaciclinas,
oligonucledtidos anti sentido, anticuerpos, citotoxinas, inmunotoxinas, etcétera.), agentes anti
hipertensivos (por ejemplo dihidropiridinas, antidepresivos, agentes antidiabétes, agentes anti
epilépticos, corticoesteroides antiinflamatorios, agentes para tratar las enfermedades Alzheimers
o Parkinson's agentes anti Glcera, agentes anti protozoarios, ansioliticos, tiroides, anti tiroides,
antivirales, anoréticos, bifosfonatos, agentes inotropicos cardiacos agentes cardiovasculares,

corticoesteroides, diuréticos, agentes dopaminergicos, agentes gastrointestinales, hemostaticos,
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agentes hipercolesterol, agentes anti hipertensivos, agentes inmunosupresivos, agentes anti
gota, ante malaria, agentes anti migrafia, agentes antimuscarinicos, agentes antiinflamatorios,
tales como agentes para tratar reumatologia, artritis, psoriasis, enfermedad del estomago
inflamado, enfermedad de Crohn, o agentes para tratar enfermedades de desmielizacion
incluyendo esclerosis multiple, agentes oftaimicos; vacunas (por ejempio contra lipidos de la
influenza, neumonia, hepatitis a, hepatitis B, hepatitis C, subnidades B de la toxina del colera,
tifoidea, plasmodium falciparum, difteria, tétanos, virus del herpes simple, tuberculosis, VIH,
bordetela pertusis, measles, mumps, rubéola, toxoides bacteriales, virus vaccinea, adenovirus,
virus SARS, virus canarios, bacillus Guerin calmette, vacuna neumonia klebsiela, etc.),
antagonista de receptores histamina, hipnoticos, agentes protectores de los rifiones, agentes
requladores de lipidos, relajantes musculares, neurclépticos, agentes neurotropicos, agonistas y
antagonistas opioides, parasimpéaticomiméticos, inhibidores de proteasas, prostaglandinas,
sedantes, hormonas sexuales (por ejemplo androgenos, estrogenos, efcétera), estimulantes,
sinpatomimeticos, vasodilatadores y xantinas y andlogos sintéticos de estas especies. Los
agentes terapéuticos pueden ser nefrotoxicos, tales como Ciclosporinas y anfotericina 8, o
cambio toxicos, tales como anfotericina B y paclitaxel, en top sido, citoquinas, Ribosimas,

interferones, olivo nucleotidos, siRNAs, RNAis y derivados funcionales de los siguientes.

[068] Los agentes quimioterapéuticos son bastante adecuados para usarse en este método
inventivo. Las formulaciones PEG-lipido inventivas que contienen agentes quimioterapéuticos
pueden ser inyectados directamente en el tejido del tumor para la liberacién del agente
quimioterapéutico directamente en las células del cancer. En algunos casos, después de la
extirpacion de un tumeor, tas formulaciones de lippsomas pueden ser implantadas directamente en

la cavidad resultante o puede ser aplicada a los tejidos remanentes como un recubrimiento.
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[69] Los PEG-lipido en la presente invencian pueden ser usados para preparar varias formas de
dosificacion incluyendo tabletas, capsulas, pildoras, granulos, supositorios, soluciones,
suspensiones y emulsiones, pastas, ungiientos, geles, cremas, lociones, gotas para los ojos,

polvos y esprais en adicion a excipientes solubles o insolubles en agua.

[070] Los conjugados PEG-lipido inventivos pueden ser usados para la liberacion de agentes
activos en células blanco en vivo. Por ejemplo, la composicion puede ser liberada oralmente, por
inyebcic')n (por ejemplo intravenosa, subcutanea, parenteral, intraperitoneal, por inyeccion directa
en los tumores o sitios que necesitan el tratamiento), por inhalacion, por liberacién de la mucosa,
localmente, y/o rectalmente o por tantos métodos como son conocidos o desarrollados. Las
formulaciones conteniendo PEGilate cardiolipina puede también ser administrada topicamente,

por ejemplo como una crema, un ungiiento de la piel, suavizante de piel seca, humectante, etc.

{071] Para uso en vivo, la invencién provee el uso de una composicién como aqui se describe
con teniendo uno o mas agentes activos para preparar un medicamento para e! tratamiento de
una enfermedad. En otras palabras, la invencion provee un método de use de una composicion
tal y como se describe aqui, cénteniendo uno o mas agentes activos, para tratar una enfermedad.
Tipicamente, la enfermedad esta presente en un paciente animal o humano. En una modalidad
referida, la enfermedad es cancer, en cuyas circunstancias, la composicidn inventiva comprende
uno o mas agentes anti cancer como agentes activos. Es seguido por ejemplo, en concordancia
con la INVENCION, la composicién como se describe aqui puede ser empleada sola o junto con
otros medicamentos {por ejemplo quimiocterapia o radioterapia) para tratar canceres tales como
aquellos de la cabeza, cuello, cerebro, sangre, pecho, pulmones, pancreas, hueso, bazo, vejiga,
préstata, testiculos, colon, rifion, ovarios y piel. Las composiciones de la presente invencion, que

comprenden uno ¢ mas agentes anti cancer, son especialmente preferidos para tratar leucemias,
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tal como leucemia aguda (por ejemplo, leucemia linfocitica aguda o leucemia mielocitica aguday).

El sarcoma de Kaposis también puede ser tratado usando las composiciones y métodos de la

presente invencion.

¥ /]

{072] Las siguientes estructuras adicionales ilustra la presente invencion.

() )

X—PEG,
0
/>\,X—PEG,, 0/7
0 7Lo

Estructura Quimica 10

10 [073] En la quimica estructura X es un enlazador que incluye oxi, tio!, amino, -COO-, -OCOQ-,
succinil, haloide y aquellos listados en la tabla 3. n es el nimero de unidades repetidas. Estas
estructuras representan intermediarios en crecimiento de una cadena PEG monodispersa Unica
en una columna vertebral de glicerol, entonces n esta generalmente entre alrededorde 6y 21. La
cadena PEG es extendida a través de una eterificacion secuencial empezando con una cadena

15 pequena tal como un trietilenglicol o de trietilenglicol directamente unidos al glicerol via un

enlazador. El grupo terminal en la cadena PEG puede ser, pero no esta limitado a, un grupo

metilo.
y: @ Xeog ®)
mPEG,, l/x ~1 mPEG~
0
6]
mPEG,,/ mPEG,
20 Estructura Quimica 11
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(074] En la estructura quimica 11, X es enlazador incluyendo oxi, tiol, amino, -COO-,-OCOO0-,
succinil, haloide y aquellos listados en la tabla 3."n" es el nimero de unidades repetidas. Estas
estructuras representan el paso final en el crecimiento de dos cadenas PEG monodispersas en
una columna vertebral de glicerol. La R es un grupoalquil tal como un &cido graso saturado
(Tabla 1) o insaturado (Tabla 2} o un grupo colil o analogo (tabla 4). Los grupos terminales aparte

del metilo pueden estar incluidos en las cadenas PEG.

® ®

0 O"“R
mPEG~ mPEG,
O~ O
Q
‘! mPEG, . X_,-O
mPEG,~""

Estructura Quimica 12

[075] en la estructura quimica dos en equis es el enlazador que incluye oxi, tiol, amino, -COO- -
OCOO-, succinil, haloide y aquellos listados en la tabla 3. “n” es el niimero de unidades repetidas.
Estas estructuras representan el paso final en el crecimiento de dos cadenas PEG
monodispersas en una columna vertebral de glicerol. Similarmente la cadena PEG es extendida a
través de una eterificacion secuencial empezando con cadena pequefa tal como un triethylene
glicol o un tetra etilenglicol directamente unido al glicerol via un enlazador. La R es un grupoalquil
tal como un &cido graso saturado (Tabla 1) o insaturado {Tabla 2} o un grupo colil 0 anélogo

(tabla 4). Los grupos terminales aparte dei metilo pueden estar incluidos en las cadenas PEG.
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[076] En la estructura quimica 13 X y L es el mismo o diferente enlazador incluyendo oxi, tiol,
amino, -CO0-,-OCOO0-, succinil, haloide y aquellos listados en la tabla 3. “n" es el nimero de
unidades repetidas. Estas estructuras representan el paso final en el crecimiento de dos cadenas
PEG monodispersas en una columna vertebral de glicerol., Entonces "n" esta generalmente
ubicada entre alrededor de 5y 12. La R es un grupoalquil tal como un acido graso saturado
{Tabla 1) o insaturado (Tabla 2) o un grupo colil 0 andlogo (tabla 4). Los grupos terminales aparte

del metilo pueden estar incluidos en las cadenas PEG.

[077] las modalidades de la presente invencién estan descritas aqui en el contexto de la
preparacién de composiciones farmacéuticas incluyendo conjugados PEG-lipido purificado para
incrementar la solubiidad y el mejoramiento de la liberacion de agentes activos. Las
composiciones aproximativas preferibles para la formulacién de productos farmacéuticos estan
descritos aqui en forma General, sin embargo farmacos tipicamente diferentes tendran
formulaciones dptimas diferentes.

[078'] Para ias soluciones IV, la concentracion preferible del farmaco es de 0.1% a 30%. Mas
preferiblemente es de 1 a 10%. Y mas preferiblemente entre 1 y 5%. La relacién preferible entre
el PEG-lipido y el farmaco (PEG-lipidoffarmaco) es 1 a 20. Mas preferiblemente 12 10. Y la mas
preferible 1a 5.

[079] Para soluciones orales, la concentracion preferible de farmacos se localiza entre 1y 40%.
Mas preferiblemente entre 2.5 y 30%. La concentracion mas preferible se ubica entre 5 y 30%.
La relacion preferible entre el PEG-lipido y el farmaco (PEG-lipido/farmaco) es entre 0.5 y 20.

Mas preferiblemente 1a 5. Y la mas preferible 1 a 3.
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[080] Para preparaciones oftalmicas, la concentracion preferible de farmacos se localiza entre
0.01 y 5%. Mas preferiblemente entre 0.05 y 2%. La concentracion mas preferible se ubica entre
0.1y 2%. La relacion preferible entre el PEG-lipido y el farmaco (PEG-lipido/farmaco) es entre 1

y 20. Mas preferiblemente 3 a 15. Y la mas preferible 5 a 10.

[081) Para soluciones tépicas, la concentracién preferible de farmacos se localiza entre 0.05 y
5%. Mas preferiblemente entre 0.1 y 5%. La concentracion més preferible se ubica entre 0.1 y
2%. La relacién preferible entre el PEG-lipido y el farmaco (PEG-lipido/farmaco) es entre 1y 20.

Mas preferiblemente 3 a 15. Y la mas preferible 5 a 10.

[82] Para capsulas orales, el contenido del farmaco en la capsula es preferiblemente 10 a 250
miligramos. Mas preferiblemerite entre 25 y 200 miligramos. Y el contenido mas preferible es 25 a
100 miligramos. La relacion preferible entre el PEG-lipido y el farmaco (PEG-lipido/farmaco} es

entre 1y 10. Més preferiblemente 1a 5. Y la mas preferible 2a 5.

[083] Para preparaciones topicas, la concentracion preferible de farmacos se localiza entre 0.05 y
5%. Mas preferiblemente entre 0.1 y 5%. La concentracién mas preferible se ubica entre 0.1 y
2%. La relacion preferible entre el PEG-lipido y el farmaco (PEG-lipidoffarmaco) es entre 1y 50,
Mas preferiblemente 3 a 20. Y la mas preferible 5 a 10.

[84] Mientras que la anterior discusion fue dirigida a conjugados polimero-lipido que tienen una
columna vertebral de glicerol e incluyen cadenas PEG, la invencion incluye ademas columnas
vertebrales y polimeros alternativos. Los 3-amino-1, 2-propanediol, 3-bromo-1, 2-propanediol, 3-
cloro-1, 2-propanediol, 3-fluoro-1, 2-propanediol, &cido DL-glicérico, acido aspartico, &cido

glutdmico y 1,2,4-butanetriol pueden ser usados como columnas vertebrales alternativas para
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sintetizar conjugados PEG-lipido similares. La estructura quimica 14 ilustra un conjugado de la
invencion empleando acido aspartico como una columna vertebral. Para preparar este conjugado,
el m.aterial de arranque sera el alcohol oleoil en lugar del acido oleico puesto que ya hay dos
grupos carboxilicos en el aminoacido. Un enlazador succinato ha sido utilizado para unir el PEG a
la columna vertebral. En tal modalidad alternativa, 1a cadena PEG (o cadena de polimero

alternativo) siempre s mono dispersos.

b S
1(, °\0

~ 3
Estructura quimica 14: aspartato 1,4-dioteoil-2-(m PEG-12-succinil amino}

(085} Los oligémeros propilenglicol y glicol mefileno pueden ser usados como alternativa a los
oligdbmeros etilenglicoles. También, es posible crear co-polimeros o co-polimeros en bloque para

estos bloques de construccion basicos.

[086] EI método de sintesis descrito puede ser modificado en cualquier manera adecuada. Por
ejemplo, los PEG-reactantes para uso en el método inventivo puede ser cualquier derivado PEG,
el cual es capaz de reaccionar con un grupo hidroxil o amino de glicerol central o grupo 3-amino-

1,2-propanediol o semejante o el grupo funcional de cualquier enlazador.
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[087] E! solvente para la reaccion de conjugacion PEG-lipido en el método inventivo incluye
cuaiduier solvente preferiblemente un solvente aprotico polar tal como el N,N-dimetitformamida
{DMF}, dimetilsulfoxide (DMSQ), piridina, tetrahidrofurano (THF), diclorometano, cloroformo, 1,2-

diccloroetano, dioxano y o semejante.

[088] En un aspecto, la invencion es un método de preparacion de una cadena PEG de una
longitud definida, el método comprende a) seleccionar un derivativo del glicerol con un grupo
protector del glicerol que sea estable bajo un primer juego de condiciones y convertible a grupos
hidroxil libre bajo un segundo juego de condiciones; b} a seleccionar un oligémero PEG inicial con
entre uno y doce su unidades, donde el oligémero inicial PEG tiene un grupo de proteccion de
oligbmero en su primera term‘inal y en dicho grupo protector de oligdmero convierte a un grupo
hidroxilo bajo el primer juego de condiciones, y donde el oligémero PEG tiene un grupa reactivo
en su segunda terminal, dicho grupo reactivo forma a una ligadura con un compuesto que tiene
un grupo hidroxil libre; ¢) reaccionar el derivativo giicerol con el oligomero PEG inicial para formar
un conjugado glicerol-PEG; d) remover el grupo protector del oligémero exponiendo el conjugado
al primer juego de condiciones; &) repetir los pasos f), g} y h) entre cero y seis veces adicionales,
donde los pasos son como los descritos abajo; f) seteccionar un oligémere PEG que tenga entre
dos y once subunidades, donde el oligémero PEG extendedor tiene un grupo reactivo en su
segunda terminal, dicho grupo reactive formar una ligadura con un compuesto que tiene un grupo
hidroxil libre; g) reaccionar el conjugado glicerol PEG con el extendedor oligomero PEG para
formar un conjugado glicerol PEG extendido; h} remover el grupo protector del oligémero
exponiendo el conjugado al primer juego de condiciones; i) terminar la cadena PEG sea por el
paso ) o pasos k) y I}, donde los pasos son como se escribe a continuacion; j) adicionar un grupo
terminal al grupo hidroxil libre del conjugado glicerol PEG extendido; o k) seleccionar un

oligémero PEG terminal con dos a once subunidades, donde el oligémero terminal PEG tiene un
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grupo reactivo en su segunda terminal, dicho grupo reactivo forma una ligadura con un
compuesto gue tiene un grupo hidroxi! libre; y 1) hacer reaccionar el conjugado glicerol- PEG o el
conjugado glicerol PEG extendido con el oligomero PEG terminal; y m} exponer el conjugado
glicerol- PEG terminado al segundo set de condiciones. E! grupo terminal puede ser un grupo
metilo. El primer set condiciones puede ser una reduccién catalitica. El segundo set de
condiciones puede ser exposicion al acido a. El derivativo glicerol puede ser un compuesto
representado por la férmula mostrada como Estructura Quimica 2. El derivativo del gliceral puede
ser un compuesto representado por la formula mostrada como Estructura Quimica 3. El derivativo
del glicerol puede ser un compuesto representado por la formula mostrada en la estructura
quimica 4. El grupo protector del glicerol puede ser un grupo alquilo. El método puede ademas
comprender el paso de: n) remover el grupo protector glicero!; y o) ligar un grupo lipido a la

espina dorsal del glicerol

[089) En otro aspecto, |a invencion es una composicién quimica que incluye un conjugado PEG
lipido, el conjugado PEG lipido comprende: una columna vertebral de glicerol, un grupo lipido
unido covalentamente a Ig espina dorsal de glicerol; y una cadena PEG unida covalentamente a
la espina dorsal del glicerol, donde la cadena PEG tiene un PM entre aproximadamente 200 y
1200 daltons, y donde mas es de alrededor de 75 por ciento de las cadenas PEG de las
moléculas conjugadas en la composicion tienen el mismo PM. Mas dei 90 por ciento de las
cadenas PEG de las cadenas conjugadas en la composicién pueden tener el mismo PM. La
cadena PEG puede tener un PM mas grande que alrededor de 600 daltons. El lipido puede ser
un grupo alquilo. El grupo alduilo puede ser seleccionado a partir de los grupos alquilos de la
tabla 1 y 2. La composicién puede comprender ademas un segundo lipido unido con enlace
covalente a la columna vertebral del glicerol. El segundo lipide puede ser un grupo alquilo. El

segundo grupo alquilo puede seleccionarse a partir de los grupos alquilos en la tabla 1 y tabla 2.

¥

LT

<

I



15

20

25

42

E! lipido puede ser un &cido biliar. El acido biliar puede ser seleccionado a partir de los acidos
biliares en ia tabla 4. E! acido biliar puede ser colesterol. La composicion puede comprender
ademas un .grupo enlazador entre la columna vertebral glicerol y la cadena PEG. El enlazador
puede ser seleccionado a partir del grupo consistente de -S-, -O-, -N-, -QCQOO-, y los
enlazadores de la tabla 3. La composicion puede ademas comprender una segunda cadena PEG
unida por enlace covalente con una columna vertebral glicerol. El enlace entre la columna
vertebral del glicerol y 'a segunda cadena PEG es seleccionada a partir del grupo consistente de
-0-C(0)-, -0-, -8-, y -NH-C(Q)-. El enlace entre la columna vertebral del glicerol y ia segunda

cadena PEG puede ser seleccionada a partir de la tabla tres.

[090] En otro aspecto, la invencion incluye las composiciones acordes al pamafo inmediato
anterior, donde la columna vertebral de glicerol es reemplazada por una columna vertebral
seleccionada partir del grupo consistente de 3-amino-1, 2-propanediol, 3-bromo-1, 2-propanediol,
3<cloro-1, 2-propanediol, 3-fiuoro-1, 2-propanediol, acido DL-glicérico, acido aspartico, acido

glutamico, and 1, 2, 4-butanetriol.

[091] En otro aspecto, la invencion incluye las composiciones acordes al parrafos 089, donde las
cadenas PEG son remplazadas por polimero seleccionados a partir del grupo consistente de
polimetilenglicel, polipropilenglicol, y copolimeros comprendidos de al menos dos de los

mondmeros seleccionados a partir del grupo consistente de metilenglicol, propilenglicol vy

etilenglicoles.

[092] En otro aspecto, la invencidn incluye los siguientes compuestos: el compuesto representado
por la formula mostrada en el esquema de reaccion a); el compuesto representado por la formula

mostrada como estructura quimica 2; el compuesto representado por la formula mostrada como
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esfructura quimica 3; el compuestos representado por la formula mostrada como estructura
quimica 4; las moléculas 1,2- isopropilidene-glicerol-3-etilenglicol, 1,2- isopropilidene-glicerol-3-
dietilen glicol, 1,2- isopropiliden-glicerol-3-trietitlen glicol, 1,2- isopropilidene-glicerol-3-tetraetilenc
glicol, 1,2-isopropilidene-gliceral-3-pentaetilen glicol and 1,2- isopropiliden-glicerol-3-hexaetilen
glicol, 1,2- isopropiliden-glicercl-3-heptaetilen glicol and 1,2-isopropiliden-glicerol-3-octaetilen
glicol; y las moléculas 1,3-diacilglicerol-2-etilen glicol, 1,3-diacilglicerol-2-dietilen glicol, 13-
diacilglicerol-2-trietilen glicol, 1,3-diacilglicerol-2-tetraetilen glicol, 1,3-diacilglicerol-2-pentaetilen
glicot, 1,3-diacilglicerol-2-hexaetlen glicol, 1,3-diacilglicerol-2-heptaetiien glicol and 13-

diacilglicerol-2-octaetilen glicol.

(093] En otro aspecto, la invencion incluye un método para incrementar la bicdisponibilidad y/o
solubitidad del agente activo, dicho método comprendiendo: formutar el agente activo con uno o
mas de los conjugados PEG-ipido de la presente invencion y administrar dicha formulacién

basada en un conjugado PEG-lipido a una animal o humanos.

[094] En otro aspecto, la invencion incluye un compuesto quimico con la siguiente formula:

o v/o
Y X—PEG, 0/7/
0 7L-0

Donde n es entré alrededor de 7 y 12; y donde X es un grupo enlazador, X puede tener un PM

X— PEG,

entre alrededor de 16 y 200. Tx puede ser seleccionado a partir del grupo consistente de oxi, tiol,
amino, -COQO--0COC-, succinil, haloide y aquelios listados en [a tabla 3. La terminal de la
cadena PEG puéde tener un PM entre alrededor de 15 y 210. La terminal de 'a cadena PEG
puede ser un grupo metilo. La terminal de la cadena PEG puede ser un grupo protector. La

terminal de la cadena PEG puede ser un grupo hidroxilo.
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[095] En otro aspecto, la invencion incluye un compuesto quimico con la siguiente formula:

mPRG, X
"o R MPEGya_
)
ylo />\/x— R

C 9]
——r
mPEG,; mPEG,,/

Donde n es entre alrededor de 3 y 23; R es un lipido; y donde X es un grupo enlazador. X puede
tener un PM entre alrededor de 14 y 620. X puede ser seleccionado partir del grupo consistente
de oxi, tiol, amino, -CO0--0COQ-, succinil, haloide y aquellos listados en la tabla 3. Mas
preferiblemente, la n puede estar entre alrededor de siete y 12. La terminal de la cadena PEG
puede tener un PM entre alrededor de quince y 210. La terminal de la cadena PEG puede ser un
grupo metilo. R puede ser un grupo alquilo seleccionado a partir de la tabla uno o la tabla dos. R
puede ser un acido biliar. R puede ser un acido biliar es seleccionado a partir de la tabla 4. R

puede ser colesterol,

[096] En otro aspecto, la invencidn incluye un compuesto quimico que tiene la siguiente formula;

X O~
mPEG="" ™0 O X~ R
; x/;>\/ R o mPEG, x?;j
mPEGy mPEG,

Donde N es un entero entre alrededor de 3 y 23; R es un lipido; y donde X es €l mismo o
diferente grupo enlazador. X.puede tener un PM entre alrededor de 14 y 620. X puede ser
seleccionado partir def grupo consistente de oxi, tiol, aming, -CO0-,-OCO0-, succinil, haloide y
enlazadores mostrados en la tabla 3. La n puede estar entre alrededor de 4 y 23. n es
preferentemente entre alrededor de 7 y 23. La terminal de la cadena PEG puede tener un PM
entre alrededor de quince y 210. La terminal de la cadena PEG puede ser un grupo metilo. R
puede ser un grupo alquilo seleccionado en la tabla 3 o tabla 4. R puede ser una solo bifiar. R

puede ser seleccionado a partir de la tabla 4. R puede ser un colesterol.
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[097] En ofro aspecto, la invencién incluye un compuesto quimico con la formula:

X L—
mPEGZ "0 I , ] R
h X/SX/ R Yo WPEGL (3;7

mPEGH mPEG;

Donde n esta entre alrededor de 3 y 23; R es un lipido; L es Lm grupo enlazador; y donde X es el
mismo ¢ diferente grupo enlagador. X puede tener un PM entre alrededor de 14 y 620. X equis
puede ser seleccionado a partir del grupo consistente de oxi, tiol, amino, -COO-,-0CQO-, suceinil,
haloide y enlazadores mostrados en la tabla 3. n puede estar entre alrededor de 4 y 23. n puede
estar entre alrededor de 7 y 23. La terminal de las cadenas PEG pueden tener un peso
molecular entre alrededor de 15 y 210. La terminal de las cadenas PEG puede ser un grupo
metilo. R puede ser un grupo alquilo seleccionado a partir de |a tabla 1 o tabla 2. R puefie serun
acido biliar. R puede ser seleccionado a partir de 1a tabla 4 y R puedé ser colesterol. Tx puede
ser seleccionado del grupo consistente de oxi, tiol, amino, -COQ-,-OCOO-, succinil, haloide y

enlazadores mostrados en la tabla 3.

EJEMPLOS

[098] Los siguientes ejemplos permiten una ilustracién adicional de la invencién y no son

construidos para limitar ¢l alcance del invento.
[099] Ejemplo 1. Sihtesis de 3-olecil-1,2-bis (metoxyhexaetilenglicoi) glicerol.

{100] Parte 1A: 3-Bencil-1,2-bis {metoxyhexaetilenglicol} glicerol.

(101) Se agregd entonces, a una mafraz de tres cuellos, +-3-benciloxi-1,2 propanediol {2 g 6
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mmol), NaOH (0.96 g, 40 mmol) y THF seco {150 mL) Se adicion6 entonces gota a gota, una
solucion seca (50 mL) de monometoxihexaetilen glicol tosilato 5.4 g 12mmol) a temperatura
ambiente. La mezéla fue puesta a reflujo por xxiv horas y enfriada a temperatura ambiente. Se
adiciond metanol a la mezcia de la reaccion para apagar el exceso de sosa. El solvente fue
vapuleado y el producto culo fue extraido con 5% pesolvolumen de écido clorhidrico y CH2CI2, El
solvente fue vapuleado y purificado adicionalmente por permeacién en cromatografia de gel para

cosechar 85% de liquido incoloro.
[102] Parte 1B:3-hidroxil-1,2-bis {metoxihexaetilen glicol) glicerol

[103] Se agreg6 a una solucién de cinco gramos de 3-bencil-1,2-bis (metoxi hexa ethilen glicol)
glicerol en 20 ml de n-hexano, cinco gotas de &cide acético y 0.6 gramos de negro de paladio. La
mezcla fue pulgada con hidrégeno puro a 30 °C por aproximadamente 60 minutos para remover
el grupo protector bencil en el 3-hidroxi. Después el hidrogeno fue remplazado por nitrégeno, la
solucidn fue enfriada a una temperatura de 4 a 6°C y el catalizador fue removide por filtracion, El

solvente fue evaporado para cosechar 98% del producto final.
[104] Parte 1C: 3-o|eoil-1,2-bi.§ {metoxihexaetilenglicol) glicerol

[105.] Se agitaron a 25 grados centigrados por doce horas en nitrogeno 6.5 gramos del producto
obtenido en 1B (diez mmoles), 3.1 gramo de acido oleico (11 mmoles), 9.6 gramos de NN
diciclohexil carbodimida (50mmol) v una cantidad catalitica de DMAP (0.6 g, 5 mmoles} en
cloruro de metilo anhidro (CH2CI2), después de lo cual las sales NN'-dicicloexilurea fueron

precipitadas y removidas por filtracion. Los filtrados fueron evaporados bajo presion reducida

‘para cosechar 89 por ciento del producto final mostrado por la estructura quimica 15.
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Estructura Quimica 15 3-6lecil-1,2-bis {(metoxihexaetilen glicol) glicerol C

[106] Ejemplo 2. Sintesis de 1,2-dioleoil-rac-mono metoxidodecaetilen glicol (mPEG-12)-glicerol

oo

[107] Los pasos generales para esta sintesis estan mostrados en el Esquema de Reaccion 8

L
O

HO/\‘/O\/\O/\/D\/\O/\VO\/‘\OH +

(2

HO/\“/O\/\O/\“/O\/\OA“/O\/\O O
?
HaC s—cl NaH
o
DL 1.2- Isopropilideneglicerol

Q
Oi \)/\OND\/\O/\/O%O/\”O\/\O O

| »

e

@)
PP e N NN v R N N o N
T o o on
3 6 l HOAVO\/\O/\/O\/'\O/\/O\/\OH
5 O .
/\\/O\/\ /\/O\/‘-\ D)
6. o o o

—-—-0/\\/0\/\0/*\_/0\/&0/\/0

Esquema de Reaccidn 8: sintesis de 1,2-isopropiliden-glicerol-3-monometoxi dodecaetilen ester
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[108] Un mol de hexaetilenglicol fue mezclado con 0.15 mol de pirigina y calentado a una
temperatura de 45 a 50 °C y se adicionaron 0.1 mol de tritil cloruro. La reaccién fue llevada a
cabo durante toda la noche {aproximadamente diez y seis horas) bajo constante agitacion y
entonces enfriada hasta temperatura ambiente y extraida con tolueno. El extracto fue lavado con
agua, entonces extraido con hexano y secado sobre sulfato de magnesio. Ei solvente fue

removido a vacio y se obtuvo un ligero amarillo aceitoso tri-hexaetilen glicol {rendimiento de 70 a

85 %)

[109] 0.1 mol de Tr-hexaetilen glicol y 0.101 mol de p-toluensulfonil cloruro fueron mezclados en
100 ml de cloruro de metileno. La mezcla homogénea fue enfriada a 0 °C en un bafio de acetona
is adicionaron 45 gramos de hidréxido de potasio en pequefias porciones bajo agitacion vigorosa
mientras se mantiene la temperatura de reaccion por debajo de 5 °C. La reaccién fue completada
bajo agitacion constante por tres horas a 0 °C. El producto crudo fue diluido con 100 mililitros de
cloruro de metileno, entonces se adiciond 120 mL de agua helada. La tap organicas recolectada,
y la fase acuosa fue extraida con cloruro de metileno (2 x 50 mL). Las capas organicas
combinadas fueron grabadas con agua (100 mL) y secado sobre sulfato de magnesio. £l solvente

fue removido a vacio para recuperar un aceite claro con un rendimiento de entre 87 a 99%.

[110] Se depositaron en un frasco de tres cuellos, 1,2-isopropilideno-rac-glicerol (0.1 mol} y NaH
(0.4 mol} y THF seco (200 mL). Se adicion¢ una solucién seca de THF (125 mL) de Tr-
hexaetilenglicol tosilato (0.1 mol) gota a gota a temperatura ambiente. La mezcla fue puesta
reflujo por 24 horas, y enfriada a temperatura ambiente, Se adicioné metanol helado a la mezcla
la reaccién para calmar el exceso de NaH. El solvente fue evaporado y el producto crudo fue
extraido con 5% (p/v) de acido clorhidrico y cloruro de metilo. El producto crudo no fue purificado

adicionalmente sino que se llevé directamente a la siguiente etapa de sintesis.
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[111] El preducto resultante del proceso descrito arriba fue transferido a un frasco de vidrio
resislente a alta presion junto con 200 mi de cloruro de etileno seco y 10 % de paladio en Carbén
{(1.5). La hidrogenolisis fue llevada a cabo purgando hidrbgeno puro a 30 °C a presién
almosférica por aproximadamente 60 minutos para remover el grupo protector en el
hexaetilenglicol. Después el hidrogeno fue remplazado por nitrégeno, la solucién fue enfriada
hasta iv a 6 °C y el catalizador fue removido por filtracion. El solvente fue vapuleado para

recﬁperar el 95 a 98 % del producto final,

[112] Se mezclaron en un frasco de tres hocas, 3-hexaetilenglicol-1,2-isopropinidenc-rac-glicerol
(0.1 miol) y NaH (0.4 mal) y THF seco (500 mol}. Se adicioné una solucién seca de THF (200 mi)
de mono bencil hexaetilenglicol' tosilato (0.11 mmol) a la mezcla gota a gota a temperatura
ambiente. La mezcla fue puesta reflujp por 24 horas, y entonces enfriada a temperatura
ambiente. Se le adicioné metanol helado a la mezcla de la reaccion para calmar el exceso
deNaH. El solvente fue evaporado y adicionalmente purificado por cromatografia de permeacion
de gel para recuperar con un rendimiento de 82 % de 3-monometoxi dodecaetilenglicol-1,2-

isopropilideneglicerol.

{113] El grupo protector isopropilideno fue removido por medio de agitacion de diez gramos de 3-
manometoxidodecaetilenglicol-1,2-isopropiliden glicerol durante tres horas en una solucién a
civica de metanol (180 mL de MeOH : 20 mL, 1 M HCI). La mezcla fue neutralizada con
carbonato hidroxido de sodio y extraido en cloroformo (3 x 150 mL) y secado sobre sulfato de
sodio. Después de filtracion evaporacion del solvente se logré un rendimiento del producto de 75

a 80 % de 3-monotdxidodecaetilenglicol-1,2-di hidroxil glicerol (Estructura Quimica 16)
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Estructura Quimica 16; 3-monotéxidodecaetilenglicol-1,2-dihidroxil-glicerol

[114] En la reaccion de extension de la cadena PEG indicada arriba, el reactivo PEG de arranque
comprende preferiblemente de 1 a 6 unidades CH2CH20, y mas preferiblemente de 3 a 6
unidades CH2CH20, y mas preferiblemente de 4 a & unidades CH2CH20. La reaccion entre
glicerol y el reactivo-PEG puede ocurrir en la presencia o la ausencia de un grupo de enlace.
Preferenternente los reactivos-PEG comprenden grupos funcionales hidroxil, amino, carboxyl, y
isocianato, tiol y carbonato. Especialmente, los reactivos PEG preferidos para ser usado en esta
modalidad de! método de la invencidn su incluyen PEG-tosilato, PEG-mesilate y PEG-succinil.

Siguiendo la reaccion entre glicero! y el reactivo-PEG, se remueven los grupos de proteccion.

{115] Se mantuvieron en agitacidn 0.1 mol de 3-monometoxi dodecaetilen glicol-1,2-di hidroxil
glicerol en atmdsfera de nitrogeno en 250 mL de cloroformo. Se disolvieron 0.21 mol de cloruro
de oleoil con 250 mL de cloroformo y fue adicionado al esta mezcla heterogénea de di hidroxi
acetona siguiendo por adicionar 15 mb de piridina anhidra. La reaccién se lleva a cabo por 30
minﬁtos bajo agitacién constante a temperatura ambiente. La mezcla se hace homogénea y la
reaccion fue completada cuando no se detecte cloruro de olecil en la mezcla. El solvente crudo
fue removido a vacio. El residuo fue diluido con cloruro de metileno y se adicion6 igual volumen
de solucion salmuera. La capa organica se colecta da y la fase acuosa fue de repetidamente
extraida con cloruro de metileno y 1a capa orgénicas fue combinada y lavada otra vez con agua
(50 mL) y secada sobre sulfato de sodio, y evaporada adicionalmente para recuperar un producto
aceitoso(70 a 80%) (Estructura Quimica 17). Su cromatografia liquida y espectémetria de masa

{LC-MS) se muestra en la figura 1; a) la muestra fue inyectada en una columna 4.6 x 50 mm
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Inertsil C8 y e! ruido bajo una mezcla de tetrahidrofurano y agua (4/6, V/V) monitoreando con un
espectrometro de masa y b) el espectro MS del pico eluido a 1.45 minutos donde [M-1]+ es ef ién

del compuesto familiar.

= ca

Oleoil ~
O\c>/\0 /\/0\/\0/\/0\//\0/\/0\/“‘0
5 Oleoil ~0 OO O

Estructura quimica de 17; Sintesis de 1,2-dioleil-rac-monometoxi dodecaetilen glicol (MPEG-12)

glicerol

[116] Ejemplo 3. Sintesis de Sintesis de 1,3-dioleil-rac-monometoxi dodecaetilen glicol {(mPEG-

10 12) glicerol.

[117] Los pasos generales para esta sintesis esta mostrado en el siguientes esquema (Esquema

de Reaccion 9) ' .

HO
HO

Acido oleico cloruro de piridina

iy

15
0
I~
H;{C(HQC)GHC—-_-—]'IC(HzC)szc O
@)
H3C{H2C)7["IC=HC(]-[ZC)SHEC'—<
0

3-(octadec-10-enoiloxi)-2-oxopropil octadec-9-enoato
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lNaB}L,
O
L~
HaC(H;Cye HC=HCH,C)7H;C O/j
O
H;C(H;C);HC=— HC(H;C)stC—<
O

2-hidroxi-3-(ocladec-10-enoiloxiInropil octadec-9-enoato

Esquema de Reaccion 9: sintesis de 1,3-dioclecil-2-glicerol ester

[118] Se mantuvo en constante agitacion 0.33 mol de dihidroxiacetona en atmdsfera de nitrogeno
en 150 mL de cloroformo. Se disolvio 0.06 mol de cloruro de cleoil con150 mL de cloroforma y
adicionado al esta mezcla heterogénea de y dihidroxiacetona y se afiadié enseguida 10 mL de
piridina anhidra. La reacc'tc')n- se sigue por 30 minutos bajo constante agitacién a temperatura
ambiente. La mezcla se hace homogénea y la reaccion se completa cuando no se detecta cloruro
de oleoil en la mezcla. El solvente crudo es removido a vacio. El residuo se lava con agua y se
extraen con acetato de etilo. La fase acuosa es repetidamente extraida con acetato de tilo y la
capas organicas fueron combinada y lavada una vez mas con agua, secada sobre sulfato de
sodio y evaporada. El producto aceitoso resultante fue R cristalizado del metanol para dar 3-
{octadec-10-enoil oxi)-2- oxopropil octadec-9-enoato (% de rendimiento 75-80) con una

temperatura de fusion de entre 43 y 44 grados centigrados.

[119] EI 1,3-dioleato (0.02 mol) fue disuelto con 150 mL de tetra hidro furano (THF) y 10 mL de
agua. La solucidn heterogénea fue enfriada hasta 5 °C en un bafio de hielo. Se afadio en
pequefia porcion una solucion de do borohidruro de sodio (0.026 mol enTHF). Después de 30

minutos el exceso de borohidruro fue destruido por fa adicion aproximada de 1 mL de acido
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acético glacial, la solucién fue entonces dituida con cloroformo, y lavada con agua y secada sobre
sulfato de magnesio. Un aceite se obtuvo con cristalizacion parcial en cristales como agujas de
2-hidroxi-3-{octadec-10-enoiloxi) propil octadec-9-encato (rendimientos de entre 80 y 90%) con

temperatura de fusion de 20-22 grados centigrados.

{120) A partir del producto intermediario descrito arriba, se preparé 1,3-diooleoil-rac-glicerol-rac-2-
monometoxi dodecaetilenglicol (MPEG-12)-glicerol (Estructura Quimica 18) después de la

reaccion y elaboré como esta descrito en el ejemplo 1y 2.

. NN N O I
/\/\/\/\/\/\/\/\)L o/\/o\/\o"/\/o\/\o/\\/o\/
Q
a

Estructura Quimica 18 1,3-diooleoil-rac-2-monometoxi dodecaetilen glicol (mPEG-12)-glicerol
[121) Ejemplo 4: 1,2-di miristoil-rac-3-dodecapropilenglicol {(PPG-12}-glicerol

[122] los pasos generales para esta sintesis estd mostrado en el siguiente esquema (Esquema

de Reaccion 10):
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Esquema de Reaccion 10: Sintesis de 1,2-isopropiliden-glicerol-3-tritil-dedocapropilenglicol

[123] Se mezclaron 1.5 moles de tetra propilenglicol mezclado con 0.23 mol de piridina vy
calentado a 45- 50 °C vy se adicionaron 0.15 mol de tritil cloruro. La reaccién se llevé a cabo toda
la noche {aproximadamente 16 horas) bajo agitacidn constante, entonces enfriada hasta
temperatura ambiente y extraida con tolueno. El extracto fue tavado con agua, entonces extraida
con hexano y secado sobre sulfato de magnesio. El solvente fue removido en vacio. Se obtuvo

un aceitoso y ligero Tr-tetrapropilenglicol amarillo {rendimiento 75 a 85%).
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(124]) Se mezclaron 0.1 mol de Tr-tetrapropilenglicol y 0.101 mol de p-tolueno de cloruro de
sulfonilo en 100mL de cloruro de metileno. La mezcla homogénea fue enfriada a 0 °C en un
bafo de acetona helada seca y se le adicioné 45 g de hidroxido de potasic en pequefias
cantidades con agitacion vigorosa manteniéndose la temperatura de reaccion por debajo de 5 °C.
La reaccion fue completada bajo agitacién constante por 4 horas a 0 °C. El producto crudo fue
diluido con 100 mL de cloruro de metileno, afiadiéndose entonces 120 mL de agua helada. La
capa organica se colectada, y la fase acuosa fue extraida con cloruro de metileno (2 x 50 mL}.
Las capas organicas combinadas fueron grabadas con agua (100 mL) y secado sobre sulfato de

magnesio. El solvente fue removido a vacio para recuperar un aceite claro {con un rendimiento

de 75 a 85%).

[125] Se cargd en un frasco de tres bocas, 1,2-isopropiliden-rac-glicero! (0.1 mol} y NaH {0.4mol)
y THF seco (200 mL). Se adiciond por goteo una solucidn seca de THF (125 mL) de Tr-tetra
propilenglical tosilato (0.1 mol) a la mezcla a temperatura ambiente. La mezcla fue puesta a
reflujo durante xxiv horas y enfonces enfriada a temperatura ambiente. Se adicioné metanol
helado a la mezcla la reaccidn para calmar el exceso de NaH. El solvente fue evaporado y el
producto crudo fue extraido con 5% de acido clorhidrico (pfv) y CH2CI2. El producto crudo no

tuvo ninguna purificacidn adicional sino que se llevd directamente al siguiente paso de sintesis.

[126] El producto ¢crudo del paso anterior fue transferido a un frasco de vidrio resistente a alta
presion agregandole 200 mL de cloruro de metileno seco y 10% de paladio en carbon (1.5 g). La
hidrogenolisis fue llevada a cabo purgando con hidrégeno purc a 30 °C por aproximadamente 60
minutos para remover el grupo protegido en el hexaetilenglicol. Después de que el hidrdgeno fue
remplazado por nitrégeno, {a solucion fue enfriada hasta 4 a 6 °C y el catalizador fue removido

por filtracion. El solvente fue evaporado para recuperar 95 a 98 por ciento del producto final.
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[127'] Se vacié en un frasco de tres bocas, 3-tetrapropilenglicol-1,2 isopropiliden-rac-glicerol (0.1
mo!) y NaH (0.4 mol) yTHF seco (500 mL). Se adiciond una solucién seca de THF (200 mL) de
Tr-tetrapropilenglicol tosilato (0.11 mmol) a fa mezcla gota a gota a temperatura ambiente. La
mezcla fue puesta reflujo por 24 horas, y enfriada hasta temperatura ambiente. Se adiciond
metanol helado a la mezcla la reaccion para calmar el exceso de NaH. El solvente fue evaporado

y el producto crude fue extraido con 5% de acido clorhidrico (p/v) y cloruro de metilo.

[128] La etapa de eterificacién ser repetida una vez mas. El solvente fue evaporado y una
purificacion adicional por cromatografia de permeacién de gel para recuperar aproximadamente

el 80% del 3-tritil- Dodecapropilenglicol-1,2-isopropilidengliceral.

[129] EI grupo protector isopropilideno fue removido por agitado de. diez gramos de 3-
Dodecapropilenglicol-1,2-isopropiliden glicol por 3 horas en una solucién de metanol acidificado
{180 mL MeCH : 20 mL 1M de acido clorhidrico). La mezcla fue neutralizada con carbonato acido
de sodio y extraida con cloroformo (3 x 150 mL) y secada sobre sulfato de sodio. La filtracion
evaporacion del . solvente rindid una cantidad de producto (75-80%) de 3-tritil-

Dodecapropilenglicol-1,2-di hidroxil-glicerol (Estructura Quimica 19)
"o )\/O\/L O\/L O\/t\
O
—\ o\)\ o\)\o
0
O ' 5 O/Y /Y

Estructura Quimica 19; 3-tritil-Dodecapropilenglicol-1,2-di hidroxil-glicerol
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(130] En la reaccion de extension de cadena PEG vista arriba, el reactivo PEG de arranque
comprende preferiblemente seis unidades de CH2(CH3)CH20, y mas preferiblemente 3 a 6
unidades CH2(CH3)CH20, y todavia mas preferentemente 4 a 6 unidades de CH2(CH3}CH20.
La reaccion entre el glicerol y el PEG-reactivé puede ocurrir en la presencia o la ausencia de un
grupo enlazador. En esta modalidad, el PEG-reactivo tiene un grupo funcional elegido de entre
hidroxil, amino, carboxil, isocianato, tiol y carbonato. Los PEG reactivos especialmente preferidos
para su uso en esta modalidad del método inventivo incluye PEG-tosilato, PEG-mesilato y PEG-

succinil. Siguiendo {a reaccion entre glicerol y el PEG-reactivo, los grupos protectores fueron

removidos.

[131] Se agitd constantemente en una atmésfera de nitrogeno 0.1mol de  3-tritil
Dodecapropilenglicol-1,2-di hidroxil-glicerol en 250 mL de cloroformo. Se disolvié 0.21 mol de
clorure miristico en 250 mL de cloroformo y adicionado a esta mezcla homogénea de di hidroxil
acetona y seguido por la adicion de quince mi de piridina anhidra. La reaccién sigue por 30
minutos bajo constante agitacion a temperatura ambiente. La mezcla se volvid homogénea vy la
reaccion fue completada cuando no se detectaba cloruro de oleoil en fa mezcla. El solvente crudo

fue removido a vacio y transferido al siguiente paso sin purificacion adicional.

[132] El producto crudo de arriba fue transferide a un frasco de vidrio resistente a alta presion
junto con 200 mL de cloruro de metileno seco y 10% de paladio en carbon (1.5g). La
hidrogenolisis fue llevada a cabo purgando hidrogeno puro a 30 °C atmésfera abierta por
aproximadamente 60 minutos para remover el grupo protector en el hexaetilenglicol. Después el
hidrogeno fue remplazado por nitrdgeno, la solucion fue enfriada hasta iv a 6 °C y el catalizador

fue removido por filtracion. El solvente fue evaporado para cosechar 95 a 98 % del producto final.
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[133] El residuo de la etapa llevada a cabo arriba fue diluido con cloruro de metileno y se adiciond
igual volumen de solucién salmuera. La capa organica se colecta da vy la fase acuosa fue extraida
repetidamente con cloruro de metileno y la capa organicas fue combinada y lavada una vez mas
con agua {50 mL) y secada sobre sulfato de sodio, y evaporacién es adicionales para cosechar

un producto aceitoso (70-85%) (Estructura Quimica 20).

miristoil ~cy /L/O\)\ O\)\ O\/|\
0
mitistoil '-O\)/\O_ O/\r O/\( S\
O
e oY /\[/
Estructura quimica 20: 1,2-dimiristoil-rac-Dodecapropilenglicol (mPPG-12)-glicerol

[134] Por gjemplo, la reaccion de extension de la cadena de polimero en los reactantes de inicio,
pueden ser metilenglicol o etilenglicol o propilenglicol o una mezcla de los tres a partir de 1 a 6
unidades repetidas, y mas preferiblemente tiene 3 a 6 unidades repetidas, y lo mas preferible
tiene iv a seis unidades repetidas. Es seguido la reaccion entre glicerol y el reactivo puede ocurrir
en la presencia 0 la ausencia de un grupo de enlace. En esta modalidad, el reactivo de
polimerizacion preferido tiene grupos funcionales de hidroxilo, amino, carboxilo, tiol, isocianato y
carbonato. Especificamente el reactivo preferido para usarse en esta modalidad del método
inventivo incluye tosilato, mesilato, y succinif. Siguiendo la reaccion entre glicerol y los reactantes

de polimerizacién, se removieron los grupos de proteccion. Uno de tales ejemplos es como el

mostrado en la estructura quimica 21.
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Estructura quimica 21: 1,2-dioleoil-rac-3-monometoxil tetra etilenglical-tri propilenglicol-tetra

etilenglicol glicerol éter
[135] Ejemplo cinco: Composiciones de dosis solidas

[136] Se adiciona un conjugado PEG lipido liquido a un vaso de acero inoxidable equipado con
propelas tipo hojas de licuadora. La sustancia farmaco se adiciona con mezclade constante. El
mez¢lado continla hasta que el farmaco esta disperso visualmente en el lipido a una temperatura
de entre 55 a 65 grados centigrados. En un contenedor separado, el conjugado PEG lipido con
temperatura de fusién por arriba de aproximadamente 30 °C es fundido con calentamiento o
disuelto en etanol y adicionado al recipiente con mezclado. El mezclado contintia hasta que se
fogra un una solucion completamente homogénea. Si es necesario, se remueve el etanol por
vacio. La solucion es rellenada dentro de las capsulas o configuracion de empacado pre-
disefiado (moldes) cuando la solucion esta tibia. Los montes o capsulas rellenos son puestos
bajo refrigeracion {dos a ocho grados centigrados) hasta que la mezcla parecida a una crema es

solidifica da cuando se enfria. Una muestra la formulacion esta descrita en la tabla cinco

[137] Tabla 5
- Ingrediente Yo
Férlmaco 15
Conjugado PEG-lipido Liquido 40
Conjugado PEG-lipido Sélido 45
Etanol | <1
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[138] El conjugado liquido puede ser a GDM-12, GDO-12, GDC-12, GDM-600, GDO-600, GDC-
600, GOB-12, GMB-12, GOBH, GMBH, GCBH, GCBH o GPBH . El conjugado lipido solido
puede ser GDS-12, DSB-12, GDO-23, GDO-27, GDM-23, GDM-27 y GDS-23. El farmaco puede

ser modafinil or nifedapina o esomeprazole or rapamycina u otro agente activo.
[138] Ejemplo 6: Composiciones de dosis sélida.

(140] Se adiciond Un conjugade PEG lipido liquide (teniendo un punto de fusion por debajo de
alrededor de 15 °C) a un vaso de acero inoxidable equipado compro pelas tipo hojas de
licuadora. Ei farmaco fue adicionado con mezclado constante. El mezclado confinuo hasta que el
farmaco estuvo visualmente disperso en el lipido a una temperatura entre 55 y 65 °C. En un
contenedor separado, se disolvid TPGS-VE en etanol y adicionado al vaso con mezclado. El
mezclado continug  hasta que se logré una completa dispersion logrando una solucidn
homogénea. El etanol fue removido por vacio. La solucion se rellena en las capsulas o
configuracién del paquete disefiado (moldes) cuando la solucion estuve tibia. Las capsulas como
el tested rellenos fueron metidos la refrigeracion (a una temperatura de entre 2 y 8° C). La mezcla
con semejanza a crema fue solidificada cuando se enfrid. Una formulacién demuestra que esta

descrita en la tabla 6.

[141] Tabla 6

Ingrediente %
Farmaco (active) 15
Conjugado Liquido PEG-lipido 40
TPGS-VE 45
Etanol <1
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! [142] El conjugado liquido puede ser GDM-12, GDO-12, GDC-12, GDM-600, GDO-600, GDC-
600, GOB-12, GMB-12, GOBH, GMBH, GCBH, GCBH o GPBH. El farmaco puede ser modafinil o
nifedapino © esomeprazol o rapamicina u otro agente activo.

5  [143] Ejemplo 7: Composiciones de soluciones orales
[144] El PEG-lipido fue agregado a un vaso equipado con una propela mezciadora. El farmaco
, fue adicionado con mezclado constante. El mezclado continuo hasta que el farmaco estaba
disperso visualmente en el lipido. Los excipientes pre disueltos fueron adicionados lentamente al
10 vaso con mezclado adecuado. El mezclado continud hasta que se logrd una solucion
completamente homogénea. Una formulacion muestra esta descrito en la tabla siete
b
[145] Tabla7
Ingrediente mg/mL
Férmaco (activo) 30.0
PEG-Lipido 100
Acido Léctico 50
: Hidroxido de Sodio Ver abajo
i . ) Acido clorhidrico Ver abajo
Benzoato de sddio 2.0
Aroma Artificial 5.0
Agua Purificada gs 1 mL
15 [146] El lipido puede ser GDM-12, GDO-12, GDC-12, GDM-600, GDO-600, GDC-600, GOB-12,
! GMB-12, GOBH, GMBH, GCBH, GCBH o GPBRH o cualquier combinacién de estos, El hidroxido

de sodio es usado para preparar una solucién 10% p/p en agua purificada. El pH deseado esta
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en un rango de entre 4.0 y 7.0. E! NaOH es usado para ajustar el pH si es necesario. El farmaco

puede ser modafinilo o nifedapino o esomeprazol o rapamicina u otro agente activo.
[147] Ejemplo 8: Composiciones de ciclosporina oftaimicas

[148] Se adiciond PEG-lipido a un vaso y quitado con una trope! a mezclador. La ciclosporina se
adiciond con mezciado constante. El mezclado continuo hasta que el farmaco estuvo visualmente
disperso en el lipido. Se adicionaron lentamente excipientes pre-disueltos y agua purificada
estéril con un mezclado adecuado. El mezclado continlo hasta que la solucidn fue

completamente homogénea. Una formulacién de muestra esta descrita en la tabla 8.

{149} Tabta 8
Ingrediente mg/100 mL
Ciclosporina 50 mg
PEG-Lipido 500
Hidréxido de Sodio Ver debajo
Acido clorhidrico Ver debajo
Cloruro de Sodio 500
Agua purificada estéril gs 100 mL

[150] El lipido puede ser GDM-12, GDQO-12, GDC-12, GDM-600, GDO-600, GDC-600, GOB-12,
GMB-12, GOBH, GMBH, GCBH, GCBH o GPBH ¢ una mezcia de estos. El hidroxido de sodio es

usado para preparar una solucion 10% p/p en agua purificada. E| ph objetivo este un range de 6.0

a 7.4. El NaOH es usado para ajustar el pH si esto es necesario.

[181] Ejemplo 9: Composiciones de Soluciones Inyectables
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[152] La solucion inyectable fue preparada como en el ejemplo 7, excepto que el pH objetivo esta

ubicado en un rango de entre 6.0 y 8.0. Una formulacion muestra esté descrita en la tabla 9.

[153] Tabla 9
Ingrediente mg/mL
Farmaco (Activo) . 10.0
PEG-Lipido 100
Hidroxido de sodio Ver debajo
Acido lactico 20
Agua purificada gs 1 mL

[154] El lipido puede ser GDM-12, GDQO-12, GDC-12, GDM-600, GDO-600, GDC-600, GOB-12,
GMB-12, GOBH, GMBH, GCBH, GCBH o GPBH o cualquier combinacion de éstos. E! hidroxido
de sodio es usado para preparar una solucién de 10% w/w en agua purificada. EI pH objetivo esta
en un rango de entre 6.5 to 7.4. El NaOH is usado para ajustar el pH si esto es necesario. El
férm‘aco puede ser triazoles incluyendo posaconazol, voriconazol e itraconazol o rapamicina o
ciclosporinas o tacrofimus o nifedipina o paclitaxel o docetaxel o gefitinib o propofel o rifampin o

diazepam o nelfinavir u otro agente activo.
[155] Ejemplo 10: perfil farmaco simétrico y bivdisponibilidad de formulaciones de itraconazol.

[156] Se utilizaron grupos de tres ratones machos (B6D2F 1} para el estudio. La farmacocinética
{PK) fue desarrollada en muestras de plasma de ratones tratados con heparina obtenidas a las 0
horas, a las 0.08 horas, a las 0.25 horas, a las 0.5 horas, 1 hora después, 2 horas después, 4
horas después, 8 horas después, 16 horas después, y 24 horas después de que el bolo de la
inyeccion iv o alimentacién oral a las 0 horas, 0.5 horas, 1 hora, 2 horas, 4 horas, 8 horas, 16

horas y 24 horas para itraconazol. Las muestras fueron analizadas usando un método HPLC-

LT
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MS/MS. Para determinar el nivel de cada farmaco, el fArmaco fue primero aislado def plasma con
el pretratamiento muestra. El acetonitrilo ser usado para remover las proteinas en la muestra. Un
metodo isocratico HPLC-MS/MS fue entonces usado para separar el farmaco de cualquier
interferencia potencial. Los niveles de farmacos fueron medidos por deteccion MS con un modo
de monitoreo de reaccidén multiple (MRM). Los datos PK fueron analizados usando el modelo de

andlisis compartimental del programa WinNonlin {ver 5.2, Pharsight).

[157] La figura 2 muestra los perfiles PK en los ratones cuando se aplico formulaciones de
itraconazol con 1) GDO-12 (relacion 1:10 farmaco a lipido) en 10 mM de buffer de fosfato de
sodio (pH 7.4} y 2) 10% de Cremophor-5% MeOH en 10 mM de buffer de fosfato de sodio (pH
7.4). El farmaco fue administrado intravenosamente v la dosificacién fue de 20 mg/kg. EI AUC

fue de 5441 pg.hr/mL y 986 pg hrimL para las formulaciones DAG-PEG (1) y el producto

comercial (2), respectivamente.

[158] La figura 3 muestra los perfiles PK en los ratones cuando se suministré formulaciones de
itracanazol con 1)GDO-12 (1 : 10 relacion farmaco a lipido) en bufifer de fosfato de sodio 10 mM
{pH 7.4} y 2) 10% de Cremophor-5% MeOH en 10mM de buffer de fosfatos de sodio (pH 7.4). El
farmaco fue administrado oralmente y el Valor de la dosis fue de 20 mg/kg. La biodisponibilidad

relativa (basada en [a AUC0-24 hr) fue 63% y 45% para las formulaciones de PEG-DAG 1) y 2),

respectivamente.
[159] Ejemplo 11: composicion de Crema Tépica

[160] Se colocd PEG-lipido en un vase de acero inoxidable equipado compro pelas tipo hojas de

licuadora. El farmaco fue adicionado con mezclado constante. E! mezclado se continué hasta que

L=
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la dr'oga estuvo dispersa visualmente en el lipido a una temperatura de entre 60 y 65° C. Se
adicionaron un &cido organico, colesterol y glicerina con mezclado. Se adiciond metanol y etioxi
diglicol con mezclado. Finalmente se adicionaron con mezclado carbopol ETD 2020, agua
purificada y trietilamina. Se adicioné etanol y etioxidiglicol con mezclado. Finalmente fue
adicionado carbopol ETD 2020, agua purificada y frietilamina con mezclado. E! mezclado
continué hasta que se logrd la completa homogeneidad de la crema. Una formulacion esta

descrita en la tabla 10.

[161] Table 10

Ingrediente %
Férmaco (Active) 1.0
PEG Lipido 5.0
Carbopol ETD 2020 0.5
Etioxidiglicol 1.0
Etanol 5.0
Glicerina 1.0
Colesterol 0.4
Trietilamina 0.20
acido Orgénico 10 ,
Hidréxido de Sodio Ver debajo |
Agua Purificada gs 100

[162) El lipido puede ser GDM-12, GDO-12, GDC-12, GDM-600, GDO-600, GDC-600, GOB-12,
GMB-12, GOBH, GMBH, GCBH, GCBH o GPBH o GDS-12 o cualguier combinacién de estas. El
acido organico puede ser acido lactico o pirQvico o glicalico. El hidroxido de sodio es utilizado
para ajustar el pH si fuera necesario. El pH objetivo esta ubicado entre 3.5 y 7.0. El farmaco

puede ser itraconazol, posaconazol, voriconazol o equaconazol, Terbinafin, Amorolfin, Naftifin,

caom
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Butenafin, acido Benzoico, Ciclopirox, Tolnaftato, acido Undecilenico, Flucytosina , Griseofulvin ,

Haloprogin, bicarbonato de Sodio ¢ acetonida de Fluocinolona.

[163] Ejemplo 12: Composicion de solucidn topica

[164] La solucion topica fue preparada comin el ejemplo 11, una formulacién muestra esta

descrita en la tabla 11.

[165] Tabla 11 =,
lngﬁdlente % 3"
Farmaco (Active) 1.0
PEG Lipido 5.0 5
a-Tocoferol 0.5
Acido orgénico 10.0
Etanol 5.0
Benzoato de sodio 0.2
Hidréxido de sodio See Below
Agua purificada gs 100

[1.66] El lipido puede ser GDM-12, GDO-12, GDC-12, GDM-600, GDO-600, GDC-600, GOB-12,
GMB-12, GOBH, GMBH, GCBH, GCBH o GPBH o GDS-12 o cualquier combinacion de estas. El
acido organico puede ser Acido lactico o pirivico o glicélico. El hidroxido de sodio es utilizado
para ajustar el pH si fuera necesario. El pH objetivo esta ubicado entre 3.5 y 7.0. El farmaco

puede. ser itraconazol, posaconazol, voriconazol o equacenazol, Terbinafin, Amorolfin, Naftifin, 7

—om

Butenafin, acido Benzoico, Ciclopirox, Tolnaftato, acide Undecilenico, Flucytosina, Griseofulvin,

Halaprogin, bicarbonato de Sodio o acetonida de Fluocinolona. ]

[167] Ejemplo 13 Composiciones de Acitrémizina oftalmicos.
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[168] El PEG-lipido fue adicionado a un recipiente equipado con una propela mezcladora. La
Acitrdmizina fue adicionada con constante el mezclado. El mezclado continuo hasta que el
farmaco se vio dispersado en el lipido. Se adiciond lentamente los excipientes predisueltos y
agua purificada estéril con mezclado adecuado. E! mezclado continuo Aza ila completa

homogeneizacién de la solucion. Una muestra esta formulacién estéa descrita en la tabla 12

(169] Tabla 12

| Ingrediente mg/mL
Azitromicina 15 mg
PEG-Lipido 150
Hidroxido de sodio Ver debajo
Acido Clorhidrico Ver debajo
Cloruro de sodio 9

| Agua purificada esteril gs | mL

[170] El lipido puede ser GDM-12, GDQ-12, GDC-12, GDM-600, GDO-600, GDC-600, GOB-12,
GMB-12, GOBH, GMBH, GCBH, GCBH o GPBH ¢ cualquier combinacién de éstos. El hidroxido
de sodio es usado para preparar una solucién 10% p/p En agua purificada. El pH objetivo esta en

un rango de entre 7.0 to 7.8. EI NaOH es usado para ajustar el pH si &s necesario.

(171} La concentracion preferible de azitromicina se ubica entre 0.5 y 3%, mas preferiblemente
entre 0.5 y 2%, lo méas preferiblemente entre 1 a y 2%. La relacion preferible a del PEG-lipido con
respecto al farmaco (PEG-lipido/ciclosporina) esté entre 1y 20, mas preferiblemente entre 3 y 15

y lamas preferiblemente entre 5 y 10.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicidn quimica incluyendo un conjugado PEG-lipido, el conjugade PEG-lipido
camprende;

una columna vertebral de glicerol;

un grupo lipido unido por enlace covalente a la columna vertebral de glicerol;

una cadena PEG unida por enlace covalente a la columna vertebral del glicerol, donde |a cadena
PEG tiene un peso molecular entre alrededor de 200 y 1200 daltons, donde més de alrededor de
75 % de las cadenas PEG de las moléculas del conjugado en la composicion tienen el mismo
peso molecular

2. Eh la composicion de la reivindicacién 1, donde mas del 90 % de las cadenas PEG de las
moléculas conjugadas en la composicion tienen el mismo peso molecular.

3. La composicion de la reivindicacion 2, donde la cadena PEG tiene un peso molecular mayor a
alrededor de 600 daltons.

4. La composicidn de Ja reivindicacion 1, donde el lipido es un grupo alquilo.

5. La composicion de la reivindicacion 4, donde el grupo alquilo es seleccionado de entre los
grupos alduilos contenidos en la Tabla 1y en la Tabla 2.

6. La composicion de la reivindicacion 1, que comprende ademas un segundo lipido unido de
manera covalente a la columna vertebral del glicerol.

7. La composicion de la reivindicacion 6, donde el segundo lipido es un grupo alquilo.

8. La composicion de la reivindicacion 7, donde el grupo alquilo es seleccionado de entre los
grupos alquilos contenidos en la Tabla 1 y en la Tabla 2.

8. La compasicion de la reivindicacion 6, donde el lipido es un acido biliar.

10. La composicion de la reivindicacién 7, donde la sido biliar es seleccionado del conjunto de

acidos hiliares contenidos en la tabla 4.
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11. La composicién de la reivindicacion 6, donde lipido es colesterol.

12. La composicion de la reivindicacién 1, comprendiendo ademas un grupo enlazador entre la
columna vertebral de glicerol y la cadena PEG.

13. La composicién en la reivindicacion 12, donde el enlazador es seleccionado de entre el grupo
consistente de;

-S-,-0-, -N-, -OCOO-, y los enlazadores contenidos en la tabla 3.

14. La composicién de la reivindicacion 1, comprendiendo ademas una segunda cadena PEG
unida en forma covalente a fa columna vertebral del glicerol.

15. La composicion de la reivindicacion 1, donde el enlace entre la columna vertebral de glicerol y
la ca'dena del PEG es seleccionado a partir del grupo consistente de -0-C(Q)-, -0-, -S-, and -NH-
C({O}-.

16. La composicion de la reivindicacién 1, donde el enlace entre la columna vertebral de glicerol y
la cadena PEG es seleccionada del contenido de la tabla 3.

17. Un liposomas que comprende:

un conjugado PEG lipido donde el conjugado incluye una columna vertebral de glicerol, un grupo
lipido unido de manera covalente a la columna vertebral de glicerol y una cadena PEG unida de
manera covalente a la columna vertebral de glicerol, donde la cadena PEG tiene un peso
molecular de entre alrededor de 200 y 1200 daltons, y donde méas del 75 % de las cadenas PEG
de las moléculas conjugadas en la en la composicion tienen e! mismo peso molecular; y

un agente activo

18. Etliposomas de la reivindicacién 17, donde el agente activo de ciclosporina.

19. El liposomas de la reivindicacion 17, donde el agente activo de propofol.

20. El liposomas de la reivindicacion 17, donde el agente activo de docetaxel.
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RESUMEN

Se divulga la sintesis del conjugado de polyethyleneglycol {PEG)-lipido. Tal sintesis comprende
los pasos de agregar oligdbmeros de PEG pequefios a la columna vertebral de glicerol hasta que
se alcance la longitud deseada de la cadena. Los polimeros resultantes de esta sintesis estan
altamente mono dispersos. La presente invencion provee varias ventajas tales como una sintesis
simplificada, alto rendimiento de producto y bajo costo de los materiales de arranque. Es seguido
el presente método de sintesis es adecuado para preparar un amplio rango de conjugados.

En otro aspecto, la invencion comprende conjugados PEG lipido teniendo una columna vertebral
glicerol unidad de manera covalente a una 0 mas cadenas PEG monodispersas y uno o méas

lipidos. Estos conjugados son especialmente Utiles para formulaciones farmacéuticas.
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SPECIFICATION

TITLE OF INVENTION

PURE PEG-LIPID CONJUGATES

FIELD OF THE INVENTION

[001] The present invention relates to syntheses of polyethyleneglycol (PEG)-lipid conjugates.
More particularly, the invention relates to convenient and economic synthetic methods and

compositions for preparing PEG-lipid conjugates with substantially monodisperse PEG chains.

CLAIM OF PRIORITY

{002] This application claims priority to United States provisional patent application no.
61/217,627 entitled “PURE PEG-LIPID CONJUGATES” and filed on June 2, 2009; and to
United States provisional patent application no. 61/284,065 entitled “PURE PEG-LIPID
CONJUGATES" and filed on December 12, 2009.

BACKGROUND OF THE INVENTION

[003] When used as a delivery vehicle, PEG-lipid conjugates have the capacity to improve the

pharmacology profile and solubility of lipophilic drugs. They also provide other potential

advantages such as minimizing side effects and toxicities associated with therapeutic treatments.
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[004] Narrow molecular weight distribution of drug delivery polymers is crucially important for
biomedical applications, especially if used for intravenous injections. For instance, PEG-8
Caprylic/Capric Glycerides are mixtures of monoesters, diesters, and triesters of glycerol and
monoesters and diesters of polyethylene glycols with a mean relative molecular weight between
200 and 400. Partially due to allergic reactions observed in animals, the application of PEG-8°
CCG for many water-insoluble drugs was restricted and a dose limit of approximately 6% of
PEG-8 CCG was posted for human ora} drug formulations.

[005] With PEG chains produced from free radical polymerization, molecular weight
distributions are not narrowly controlled for chains having molecular weights between about 200
and 1,200 daltons and above. Typically, far less than 50% of the polymers in a batch have
exactly the targeted molecular weight. Narrower-distribution may be achieved with size
exclusion chromatography, which can result in up to more of the PEG polymers having a

targeted molecular weight. However it is extremely difficult to achieve a mono-distribution of
purified PEGs.

- [006] Highly pure PEG chains with up to about 12 subunits are commercially available.
However, these PEG's are extremely expensive and require additional synthetic steps to

incorporate them into pharmaceutical and/or cosmetic formulations.

BRIEF SUMMARY OF THE INVENTION

[007] Syntheses of polyethyleneglycol (PEG)-lipid conjugates are disclosed. Such syntheses
ihyolvc stepwise addition of small PEG oligomers to a glycerol backbone until the desired chain
size is attained. Polymers resulting from the syntheses are highly monodisperse. The present
invention provides several advantages such as simplified synthesis, high product yield and low

cost for starting materials. The present synthesis method is suitable for preparing a wide range
of conjugates.

[008] In another aspect, the invention comprises PEG lipid conjugates having a glycerol
backbone covalently attached to one or two monodisperse PEG chains and one or two lipids.

These cbnj ugates are especially useful for pharmaceutical formulations.
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BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS

{009] FIG. 1 depicts a LC-MS chromatogram of 1,2-dioleoyl-rac-3-

monomethoxydodecaethylene glycol (inPEG-lZ)-egcerol

[010] FIG. 2 depicts a mouse PK profile of itraconazole IV solutions.

FIG. 3 depicts a mouse PK profile of itraconazole oral solutions.

ABBREVIATION LIST

PCT/US2010/001590

- on

[011] The present invention is herein disclosed using the following chemical nomenclature:

DAG-PEGs: diacylglycerol- polyethyleneglycols
DMAP: N, N-dimethylamino pyridine

mPEG: monomethox polyethylene glycol ether
PEG 12: polyethyleneglycols 600

- PEG 23: polyethyleneglycols 1000

PEG 27: polyethyleneglycols 1200

GDM-12: 1,2-dimyristoyl-rac-glycerol-3-dodecaethylene glycol
GDO-12: 1,2-digleoyl-rac-glycerol-3-dodecacthylene glycol
GDC-12: 1,2-dicholoyl-rac-glycerol-3-dodecaethylene glycol
GDM-600: GDO-600: 1,3-dioleoyl-glycerol-2-dodecaethylene glycol
GDC-600: 1,3-dicholoyl- glycerol-2-dodecaethylene glycol
GDS-12:  1,2-distearoyl-rac-glycerol-3-dodecaethylene glycol
GOB-12: 1,2-bis(dodecaethylene glycol)glycerol-3-oleate
GMB-12: 1,2-bis(dodecaethylene glycol)glycerol-3-myristate
D§B-12: 1,2-bis(dodecaethylene glycol)glycerol-3-stearate
GOBH 1,2-bis(hexaethyle glycol) glycerol-3-oleate

GMBH 1,2-bis(hexaethyle glycol) glycerol-3-myristate
GCBH: 1,2-bis(hexaethyle glycol) glycerol 3-cholate

.
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GCLBH: 1,2-bis(hexaethyle glycol) glycerol 3- cholesterol

GPBH: 1,2-bis(hexaethyle glycol) glycerol -3-palmitate

GDO-23: 1,2-dioleoyl-rac-glycerol-3-polyethylene (1000) glycol , n = 23
GDO-27: 1,2-dioleoyl-rac-glycerol-3-polyethylene (1200) glycol , n = 27

e

GDM-23: 1,2-dimyristoyl-rac-glycerol-3- polyethylene (1000) glycol, n = 23

GDS-23: 1,2-distearoyl-rac-glycerol-3- polyethylene (1000) glycol, n = 23

TPGS-VE: d-alpha-tocopheryl polyethylene glycol-1000 succinate

GDO-X-PEG 12: 1,2-dioleoyl-rac-glycerol-3-X-dodecaethylene glycol (“X" presents a
linket/spacer, i.e., thiol, which can be found in the Table 3

‘Cyclosporine; Cyclo[[(E)-(ZS,3R,4R)-3-hydroxy-4-methyl~2-(methylamino)-6-octcnoyl] -L-2-

aminobutyryl-N-methyiglycyl-N-methyl-Lleucyl-L-valyl-N-methy[-L—leucy]-L-alanyl-D-alanyl-
N-methyl-L-leucyl-N-methyi-L-leucyl-Nmethyl-L-valyl]
POPC: palmitoyl-oleay! phosphatidylcholine

DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION

ety

[012] Embodiments of the present invention are described herein in the context of synthesis
methods, intermediates, and compounds related to making PEG-lipid conjugates with narrowly !
defined molecular weights. Those of ordinary skill in the art will realize that the following

detailed description of the present invention is illustrative only and is not intended to be in any

. way limiting. Other embodiments of the present invention will readily suggest themselves to

such skilled persons having the benefit of this disclosure. Reference will now be made in detail
to implementations of the presént invention,
[013] In the interest of clarity, not all of the routine features of the implementations described

herein are shown and described. It will, of course, be appreciated that in the development of any

 such actual implementation, numerous implementation-specific decisions must be made in order

e
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~ to achieve the developer’s specific goals, such as compliance with application- and business-
related constraints, and that these specific goals will vary from one implementation to another
and from one developer to another. Moreover, it will be appreciated that such a development
effort might be c;)mplex and time-consuming, but would nevertheless be a routine undertaking of
engineering for those of ordinary skill in the art having the benefit of this disclosure.

[014] When employing PEG-lipid conjugates as drug delivery vehicles, it is becoming
increasingly important to use well-characterized and highly pure conjugates. For example, US
Patent No. 6,610,322, which is incorporated herein by reference, teaches that varying the length
of PEG and acyl chains affects the packing parameters of the conjugates which in turn determine
whether compositions of PEG-lipid conjugates form liposomes or not. In addition to affecting
the physi;:al structure of drug formulations, the choice of lipids and PEG sizes may have

| significant effects on pharmacokinetics and stability when formulating specific drug compounds
with PEG-lipid conjugates. Therefore, uniform batches of conjugates having monodisperse PEG

chains of a specific size are often highly preferable over batches having a range of PEG lengths.

[015] The present invention provides high purity PEG-lipid conjugates having monodisperse
PEG chains, and compounds and methods for the synthesis of these PEG-lipid conjugates
starting with PEG oligomers of molecular weight ranging from about 110 to 300 daltons. The
present invention also' provides methods for the preparation of PEG-lipid conjugates including
various lipids such as saturated or unsaturated fatty acids or bile acids. Such PEG-lipid

conjugates can be used for drug delivery, especially for intravenous administration of poorly
water soluble agents.

[016] Generally, the invention includes compositions and methods for synthesizing PEG-lipid

conjugates comprising a glycerol backbone with either one or two monodisperse PEG chains and
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either one or two lipids groups bonded to the backbone. Spacer or linker groups may be included
between the backbone and the PEG chains and/or lipid groups.

[017] Variations of the invention include glycerol backbones with two lipids and one
monodisperse PEG chain (both isomers), glycerol backbones with one lipid and two
monodisperse PEG chain (both isomers), and glycerol backbones with one lipid and one
moﬁodiéperse PEG chain (all isomers) where the third position on the backbone may be a variety

of compounds or moieties.

[018] In addition, the invention provides methods to make pure 1,2 or 1,3 glycerol isomers.
Commercially available 1,2 glycerol lipid diesters may be used to formulate many compounds by
linking new moieties to the available position on the glycerol backbone. However, positional
trmsfonnﬁtion occurs during the storage of these 1,2 glycerol diesters resulting in the formation
of more stable 1, 3 glycerol isomers, which may be present in fractions as great as about 30%.
The present invention is the sole possibiity to produce and keep the enantiomer purity of 1,2 or
1,3 glycerol isomers . While the 1,2 or 1,3 isomers may sometimes be functionally equivalent,
the choice of isomer may have implications in a variety of delivery process such as intracellular
transport of lipophilic molecules as well as their use as vehicles in pharmaceutical applications.
For example, isomers may differ in the ability to stabilize a compound during solubilizing and
storage. Chemical Structure 1 illustrates the difference in steric conformation of two such
isomers,

. ,R (1)

. Chemical Structure 1: 3D drawing of (1) 1,2-dimyristoyl- glycerol-3-dodecacthylene
glycol and (2) 1,3~dimyristoyl- glycerol-3-dodecaethylene glycol

-

o

<oy

ag

¥V



@

WO 2010/141069 PCT/US2010/001590
1/61

[019]. Conjugates having monodisperse PEG chains up to 1200 Daltons are useful for various
drug delivery applications. Conjugates where PEG chains between about 300 and 600 daltons
are especially useful for formulating liquid dosage forms such as for intravenous injection or oral
solution. Conjugates where PEG chains between about 600 and 1,200 Daltons are especially

useful for solid dosage forms such as capsules. A combination the above is useful for making a

 solid dosage form for poorly water soluble agents in which a liquid form of the above

conjugates, typically with PEG chains between about 300 to 600 daltons, is used as a solvent and
the solid form of the above conjugates, typically with PEG chains between about 600 to 1,200
Daltons, is used as a solidifier.

[020] The present invention includes providing convenient and ecoriomical synthesis methods

- for preparing monodisperse PEG-lipid conjugates and provides various linear linkage groups for

conjugating a lipid to a polymer. The present invention provides several advantages such as
simplified synthesis, high product yield and low cost for starting materials since commercially
available PEG oligomers are extremely expensive making their cost prohibitive for large scale
production of similar f’EG-lipid conjugates. In addition, the present synthesis method is
preferable for preparing a wide range of PEG-spacer-lipid conjugates.

[021] Synthesis of monodisperse PEG chains involves initially linking a short chain of PEG
(having between 1 and 6 subunits) to a protected glycerol backbone. The PEG chain is

lengthened by repeated etherification. An exampie is shown in Reaction Scheme 1.
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Reaction Scheme 1:  Synthesis of 3-monomethoxyDodecaethylene glycol (mPEG-12)-glycerol

[022] In Reaction Scheme 1 a first reactive PEG oligomer (b) is prepared by protecting (for
example, by benzene) a first terminus of a PEG oligomer and creating a reactive second terminus
(for example, by a tosyl group as shown). The first reactive oligomer is then combined with a

glycerol that has two protected -OH groups (a). The protective group on the glycerol is selected

 to be stable under conditions that remove the protected group on the first terminus of the first

reactive oligomer, The reactive second terminus of the oligomer bonds with the free -OH of the
glycerol to form a glycerol-oligomer intermediate (¢). The protecting group on the first
terminus of the oligomer portion of the intermediate is then removed to expose a reactive -OH
group (d). A second reactive PEG oligomer (e) is added to the intermediate to form an extended
PEG chain attached to the glycerol backbone (f). In Reaction Scheme 1, the second reactive

. PEG oligomer is protected on its first terminus by a terminal methyl group, because a 12 subunit

PEG chain is desired. If longer chains are desired, the protective group on the second reactive
PEG oligomer is selected to that is can easily be removed for further extension of the PEG chain,
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for example by using (b) again as the second oligomer. Once the desired chain length is
achieved, the protected groups of the glycerol backbone are removed to form the product (g).
Product (g), having a monodisperse PEG chain, can then be further reacted to add desired lipids
to the glycerol backbone. Similarily the synthesis can start with a short PEG chain or prepare the
hexaéthylene glycol from the etherification of two triethylene glycol or between a triethylene

glycol and a monomethoxy triethylene glycol. In this route, two more steps will be involved in
the synthesis,

[023] In Reaction Scheme 1, removal of protective benzyl groups to expose a free hydroxy! .
group can be achieved by any suitable reagents. For example, the benzyl group can be removed

by hydrogenation in presence of palladium catalyst before the PEG chain is extended by

repeating the ethérification process. '

ey

[024) Following the synthesis of a PEG chain on a glycerol backbone as exemplified in Reaction
Scheme 1, the protecting group is removed from glycerol, which results in 2 free hydroxyl
grbups. The free hydroxyl groups may be reacted with a fatty acid in the presence of N, N-

dirhethylamino pynidine (DMAP) in an inert solvent as shown below in Reaction Scheme 2.
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Reaction Scheme 2:  Synthesis of 1,2- dimyristoyl-rac-3-PEG 12-glycerol

[0255] Reaction Scheme 3 depicts an approach to the preparation of an activated lipid to be used
in Reaction Scheme 2. In this method, the carboxyl group of fatty acids is activated with a

suitable activating agent. For example oxalyl chloride can be used as shown.
W(OH
c. o ©
8
\/\/\N\/\/YCI
o]

Reaction Scheme 3: Formation of Myristoy! Chloride
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[026] While the fowgoing itlustrates one method to synthesize a particular PEG-lipid conjugate
having a single monodisperse PEG chain, the invention more broadly teaches methods and

materials to make a wide range of PEG-lipid conjugates.

[027] The first reactive PEG oligomer preferably comprises between 3 to 7 CH,CH,O units, and
more preferably has 4 to 7 CH,CH,O units, though the oligomer may be of any length up to 12
units. Additional reactive oligomers also preferably comprise between 3 to 7 CH,CH;O units,
and more preferably has 4 to 7 CH,CH,O units, though the additional oligomers may be of any
length up to 12 units.

[028] The PEG-lipid conjugates of the present invention each have one or two monodisperse
PEG chains. Unless otherwise noted, more than 50% of the PEG chains in a particular conjugate
have the' same molecular weight. More preferably, more than 75% have the same molecular
weight. Most preferably, more than 90% have the same molecular weight. Also unless
otherwise noted, preferably the PEG chains are comprised of between about 6 and 27 polymer
subunits. More preferably the PEG chains are comprised of between about 7 and 27 polymer
subunits. Most preferably the PEG chains are comprised of between about 7 and 23 polymer

subunits.

[029] In the case of synthesizing 1,2- dimyristoyl-rac-B -PEG 12-glycerol, the glycerol is
protected so that the PEG chain is formed on the 3 position. (see Reaction Scheme 1, compound
(a)) It will be appreciated that employing alternate glycerol derivatives as starting components
\'w.ill result in conjugatcs having PEG chains in different positions. For example, protecting the 1
and 3 positions of the glycerol will result int @ PEG chain at the 2 position (R). A glycerol
denivative that may be used for such synthesis in shown in Chemical Structure 2.

><2>—0H

Chemical Structure 2

[030] If a conjugate with two PEG chains is desired, glycerol derivatives as shown in Chemical

Structure 3 or Chemical Structure 4 may be used. In these structures, R indicates either a

| protective group that may be replaced later, or an acy! lipid that may comprise the final structure.
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For these conjugates, the PEG chains are grown in tandem and will be identical in length.
Conjugates having two PEG chains are particularly useful in some circumstances, as they
function as branched PEG conjugates.

OH OH
}/OH : g
O-R
i OH ;
Chemical Structure 3 Chemical Structure 4

[031] It may be desirable to incorporate tinker groups other than oxyl between the glycerol
backbone and the PEG chain(s). For example, a thiol linker may be erhployed for applications
where a labile bond is useful. Other useful linkers are noted in Table 3 and elsewhere in this

specification. For syntheses of conjugates having alternative linkers between the backbone and

" the PEG chain(s), the linker group is first attached to a protected glycerol backbone (e.g.,

Chemical Structure 3 ). Then the first reactive PEG oligomer is attached to the free end of the
linker and the PEG is extended as desired. Alternatively, the first reactive PEG oligomer may be
attached to the linker before bonding the linker to the backbone. In embodiments with linkers,

preferred PEG-reagents have hydroxyl, amino, carboxyl, isocyanate, thiol, carbonate functional

LY

groups. Especially preferred PEG-reagents for use in this embodiment of the inventive method
include PEG-tosylate, PEG-mesylate and succinyl-PEG.

{032]' It may be also be desirable to incorporate the same linker groups between the glycerol
backbone and the lipid group(s). To obtain such conjugates, either the linker may be bonded
with the lipid before attachment to the backbone, or the linker may be bonded to the backbone

- before attaching the lipid to the linker.

[033] The foregoing approaches describe growing the PEG chain(s) on a backbone that is
protected by a removable protecting group. Then, after the PEG is in place, the lipid group or
groups are attached to the backbone. However, it is also possible to use one or two lipids as a
protecting group or groups on the backbone before growing the PEG chain. This alternative
approach'.is especially useful with alkyl chains that don't have reactive groups that need to be

. protected during PEG attachment and extension. It is much less useful when steroid acids >
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conjugates are desired, as the bile acids tend to have many side groups that create issues during
PEG attachment and extension.

{034] While the synthetic methods described above are useful for making many compounds
comprising the invention, in some cases it may be necessary or more convenient to employ other
methods. For example, if a conjugate having a bile acid and two 27 subunit PEG chains is
desired, such a conjugate may be constructed by synthesizing the monodisperse PEG chains
before attaching them to the glycerol backbone. Similarly, it is possible to make many of the
compounds of the invention including smaller PEGs by using PEG chains synthesized before
attachment to the glycerol backbone. |

[035] Synthesis of other compounds of the invention may also require special considerations.
Conjugates having linkers between the backbone and acyl groups or PEG sometimes will also
preferably be made by building the monodisperse PEG chains before attaching them to the
backbone, depending on considerations such as the nature of the bonds in the linkers.

[036] Conjugates of the invention incl.udc those with a single lipid and a single monodisperse
PEG chain attached to a glycerol backbone, where the third position on the backbone is occupied
by another moiety ranging from a hydroxyl group to an active agent. It is worth noting that,
while positional transformation occurs during the storage of 1,2 glycerol diesters having free
hydrbxyl groups as noted above, the chance of rearrangements will be much smaller for
conjugates with a single lipid and a single monodisperse PEG chain attached to a glycerol
backbone with a free hydroxy! group if the PEG chain is longer than about six subunits, since
large energy is required to move a PEG chain (because the steric, molecular size and polarity are

different than a lipid). Also, 1,3 isomers are generally more stable than 1,2 isomers.

[037] Following the principles described above, a wide variety of PEG-lipid conjugates having
one or two monodisperse PEG chains can be synthesized. A number of furtber specific

embodiments are described hereinafter.

[038] Suitable lipids for synthesis of PEG-lipid conjugates include bile acids (steroid acids) as
well as alkyl chains. Therefore, the present invention includes a variety of PEG-lipid conjugates

prepared by the present liquid phase synthesis method. The steroid acid-PEG conjugates can be
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incorporated into liposomes as a targeting moiety for lipid-based drug delivery to specific cells
or as self-emulsifying drug delivery systems (SEDDS). !

[039j Bile acids (steroid acids) constitute a large family of molecules, composed of a steroid
structure with four ﬁﬁgs, a five or eight carbon side-chain terminating in a carboxylic acid, and
the presence and orientation of different numbers of hydroxy! groups. The four rings are labeled
from left to right A, B, C, and D, with the D-ring being smaliler by one carbon than the other
three. An exemplary bile acid is shown in Chemical Structure 5. All bile acids have side chains.
When subtending & carboxyl group that can be amide-linked with taurine or glycine, the nuclear
hydroxyl groups can be esterified with glucuronide or sulfate which are essential for the

formation of water soluble bile salts from bile alcohols.

oo

R, and R; may be hydroxyl or proton

Chemical Structure 5

[040] Currently only a few modifications in structure have been studied with respect to the
physical-chemical properties of bile salts. One patent publication (WO 02083147) discloses bile
salt fatty acid conjugate in which a bile acid or bile salt is conjugated in position 24 (carboxyl)
with a suitable amino acid, and the unsaturated C=C bond is conjugated with one or two fatty
acid radicals having 14-22 carbon atoms. That conjugate is intended to be used as a
pharmaceutical composition for the reduction of cholesterol in blood, for the treatment of fatty
liver, hyperglycemia and diabetes. Another patent (US 2003212051) discloses acyclovir-bile
acid prodrugs in which a linker group may be used between the bile acid and the compound.

-

1041} 1In one general embodiment, the present invention provides PEG-lipid conjugates

according to general Formula §. The difference between the two variants shown in Formula I is

. the relative position of the polymer and lipid chains along the glycerol backbone.
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X—p

/O
R; /Oj\/ X\P and/or R 0/7
Rz

RO
Formulal
[042] There are several alternative embodiments of Formula I. In one variation of Formula I,
R1 and R2 may the same or different and are selected from the saturated and/or unsaturated alkyl
groups listed in Table 1 or Table 2; X is -0-C(Q)-, -O-, -S-, -NH-C(QO)- or a linker selected from
Table 3, and P is a PEG chain.

{043] In another variation of Formula [, one of R1 and R2 is an alkyl group and the other is H.

In these embodiments of Formula I, at least one of R1 or R2 is a saturated or unsaturated alkyl
group having between 6 and 22 carbon atoms. In a preferred embodiment, R1 and R2 are the
same and include between 6 and 22 carbon atoms and more preferably between 12 and 18 carbon

atoms. The terms "alkyl” encompasses saturated or unsaturated fatty acids.

[044] The present invention also provides PEG-lipid conjugates according to general formula II.

O—gr

X

CxA

P 0]

! /x ™R and/or P{""x/j
P2

p,—X

Formula IT

[045] Again, there are several alternative embodiments of Formula II. In one variation of
Formula II, R is an alkyl group listed in Tables 1 or Table 2; X is -0-C(O)-, -O-, -S-, -NH-C(0)-
or a linker selected from Table 3; and Pi and P2 are the same PEG chains. By providing two
branched PEG chains, conjugates according to Formula I may provide advantages over

conjugates having a single longer PEG chain.
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[046] Table 1: Saturated lipids for use in the invention:

PCT/US2010/001590

Common name TUPAC name Chemical structure Abbr. Melting point (°C}
Butyric Butanoic acid CH,(CH,),COCH C4:.0 -8
Caproic Hexanoic acid CH,{CH;),COOH Ce:0 -3
Caprylic QOctanoic acid CH;(CH,);COCH C8.0 16-17

Capric Decanoic acid CHy{CH,):CO0H C10:0 31

Lauric Dodecanoic acid CH;(CH;),,COOH C12:0 44-46
Myristic Tetradecanoic acid CH;(CH;);COOH C14:0 58.8
Palmitic Hexadecanoic acid CH3(CH1,CO0H Cl6:0 63-64

Stearic QOctadecanoic acid CH,(CH,),sCO0H C18:0 69.9
Arachidic Eicosanoic acid CH;(CH,),,COOH C20:0 75.5
Beﬁenic Docosanoic acid CH;(CH;)»COOH C22:0 74-78
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[047] Table 2: Unsaturated lipids for use in the invention:

Ax
4 o

Name . Chemical structure Location of c:m;o p

double bond double bonds
Myristoleic acid CH;(CH,),CH=CH(CH,),;COOH cis-A° 14:1
Palmitoleic acid CH3(CH;)sCH=CH(CH,)COOH cis-° 16:1
Oleic acid CH,(CH,),CH=CE(CH,)};COOH cis-A’ 18:1
Linoleic acid | CHy(CH,)«CH=CHCH,CH=CH(CH,);COOH| ciscis-A’,A" 18:2
a-Linoletic acid CH3CHICH=CHI§S£§;?{HCH,CH=CH(C i\'sfjﬁ"i;‘;fi 183

v ... | CHy(CH)«CH=CHCH,CH=CHCH,CH=CH | cis,cis.ciscis- ]

Arachidonic acid CH,CH =CH(CH;)3COOHHM As’ AL A AM 20:4
Erucic acid CH3(CH,)};CH=CH(CH,);;COCH cis-A” 22:1

[048] Table 3: Additional Linkers for use in the invention

No Symbol Linker

0
1 a N, HO n NHZ
' o

n =1 to 18, carbamoyl-carboxylic acid

0
2 N /1\/’)1\
: H.N 0 NH,

n=1 to 18: n-amino-alkyl-amide

o
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0

Ho/{\/)%k NH

3 N, N
n =1 to 18; n-hydroxyl-alkyl-amide
0O 0O
; " NN .
n=11to 18, alkyl diamide
. 8 N H,N - OH
NH,
n =1 to 18, diamino-carboxylic acid
9 Ny HO/XA:\NHz
' n =2 1o 18: n-aminoalcohol
HzN/T\/):\NHz
10 Nio n=2to 18: diamine
|
)i
11 Nu HO u/f\’}B\NHz
n=1to 18; n-amino-alkyl-carbamic acid
O
=1 to 12: n-amino{methyl-thio),-propanamide
0
13 5, HS\MOH
n
n = 1 to 18: n-mercaptocarboxylic acid
0
14 S, HS oM
n
NH,
n =1 to 18: n-mercapto-alpha-aminocarboxylic acid
X
15 S5 HO HM\SH

n =1 to 18: n-mercapto-atkyl-carbamic acid
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16

S,

R

HO'
OTOH\SMSH
R =H or Alkyl group,n=0to 18

17

S

R OH
HO\“)\SPJ\,%\SH
0 OH

R =H or Alkyl group
n = 0 to 12: n-mercaptopropyithic)carboxylic acid

18

HS” N1 NH,

n = 1 to 18: Amino-thiol

19

HSM\OH

n = | to 18: n-mercapto-alcohol

20

HS/I\/):\SH

n=1to18; dithipl

21

O

HOMS/%’ NFa

n =1 to 18: n-amino-{methy!-thio),-propanoic acid

22

Acg)

0

HO\,{/\J}J\OH

n
n =1 to 18: n-hydroxy-carboxylic acid

AC;

o)

HzN/.M%‘\ OH

n=1 to 18: n-amino-carboxylic acid

C 24

. ACJ

0

HO
MOH

0O
n =1 to 18: di-carboxylic acid, n=1: succiny!

25

Ac,

HO/M:\OH

26

Acs

n= ] to 18; diols

)
Ho’u\ﬂ/\K/}E\OH

n =1 to 18; n-hydroxy-alkyl-carbamic acid
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o

0

n = 1 to 18: n-hydroxyl-(methyl-thio) -propanoic acid

[049] PEG-lipid conjugates of the present invention also include compounds where the lipid
portion compnses one or two bile acids. These conjugates have the same structures as shown in
Formula I and Formula II, except that the alky! groups are replaced by bile acids. For bile acid
conjugates, variations and preferred embodiments are the same as described for the PEG-alkyl
conjugates. Because bile acids are similarly lipophilic to alkyi groups, bile acid conjugates also

share similar physical properties and are generally suitable for some of the same uses as PEG-
alkyl conjugates.

{050} Chemical Structure 6 shows two variants of the present invention having a single PEG
chain and two bile acids attached to a glycerol backbone.

Chemical Structure 6

{051] In Chemical Structure 6, Y1 and Y2 may be the same or different and are OH or H or
CH;, or are selected to accord with the bile acids shown in Table 4. Similarly, bile acids with
differing side chains (as shown in Table 4) may be conjugated to the glycerol backbone. Table 4

lists bile acid and its derivatives that are useful in practicing the present invention.
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[052] Table 4: Bile acid (steroid acid) and its analogues for use in the Invention

Name Chemical Structure Other Name
)
30,7, 12a-trihydroxy-Sp-
Cholic acid cholanoic acid

= | Desoxycholic acid

3¢, 12a-Dihydroxy-5§-
cholanic actd

5-Cholenic acid-3g-ol

HO

CH
CH, . GHa [ °

OH

3p-Hydroxy-S-cholen-24-
oic acid

3,7,12-Trioxo-5p-cholanic

Dehydrocholic acid acid
o N-(3a,7a,12a-Trihydroxy-
Glycocholic acid 24-oxocholan-24-yl)-
glycine
Glycodeoxycholic acid N-{(3a,12q-Dihydroxy-24-

oxocholan-24-yl)glycine
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3a,7a-dihydroxy-5f-

Chenodeoxycholic acid cholanic acid
Glycochenodeoxycholic
acid N-(3a,7a-Dihydroxy-24-
oxocholan-24-yi)glycine
Ur§odeoxycholié acid Ursodiol
Lithocholic acid 3a-Hydroxy-5@-cholan-
24-oic acid
Hyodeoxychotic acid 3¢,6a-Dihydroxy-58-
cholan-24-oic acid
HO
OH
H,C 0
5p-Cholanic acid-3,7-dione ¢H OH 3,7-Diketo-5f~chotan-24-
. H,C oi¢ acid
O O
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[053] Yet another variation of the invention includes compounds accord to Formula I where
either R1 or R2 is a bile acid and the other is an alkyl group. An example of this variation of
lipid polymer conjugate is shown in Chemical Structure 7.

HO Y, R
‘r‘:2 ; 0
: OT\
W . OCH,CH,{OCH,CH,JnON
HO Y, R

Chemical Structure 7

[054]) In Chemical Structure 3, Y1 and Y2 are the same or different and are OH or H or CH3 or
selected in accord with the bile acids shown in Table 4. Also, the side chain of the bile acid may
be varied according to the structures shown in Table 4. R is saturated and/or unsaturated alky!
group selected from Tables 1 and Table 2.

. {055] Another preferred embodiment for the compound of general Formula II is a PEG-bile acid

conjugate according to Chemical Structure 8.

\/EOc and/or
OCRCH{OCHCHJnOH
HCHAOCH CHnOR

Chemical Structure 8
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{056] In Chemical Structure 8, Y1 and Y2 are OH or H or CH3 or selected according to the bile
acids shown in Table 4. Also, the side chain of the bile acid may be varied according to the

structures shown.in Table 4,

[057] Another further preferred embodiment for the compound of general Formula Il is a PEG-
cholesterol conjugate according to either of the structures shown in Chemical Structure 9.

(a)
O
PEGn-.ON PEGH-—O
PEGH™O o . PEGN—0

Chemical Structure 9

[058]'Another embodiment of the present invention is represented in Reaction Scheme 4. In this
method, any suitable bile acid, such as cholic acid is reacted with 3-mPEG-12-glycerol in the
presence of N, N-dimethylamino pyridine (DMAP) in dichloromethane to produce the final
product of 1,2-dicholoyl-rac-3-mPEG 12-glycerol. It will be appreciated that monodisperse

PEG chains of many discrete lengths may be used.
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HO .
H;\/OVO\/’\O/‘--./O\/\-O/\/ o\/\O

o

HSCOVQ..,__/\O/\/O-\/\-O/\\/O z

H? 5
+ 2 : oH
! h S

HO OH
AN DMAP/CHCI o _/—;
o
o-/— ° o
o OI -
o—'f o/—J
NPT e
o OCH;
3 o
R L H
HCS OH

Reaction Scheme 4: Synthesis of 1, 2-dicholoyl-rac-3-mPEG 12-glycerol

[b59] Another embodiment of the present invention, represented in Reaction Scheme 5, involves
reaction of DL-1,2-isopropylideneglycerol intermediate with fatty acid to give I or with
cholesterol to give II, respectively. Removal of ispropyl groups by any desired methods provides

intermediate products ITT and IV respectively.
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Reaction Scheme 5: Synthesis of PEG-lipid conjugate intermediates

[060) The described methods can be used to prepare a variety of novel PEG-lipid conjugates. For
example, the methods can be used to prepare 3-PEG-1,2-alkylglycerol in pure form containing

. any fatty acid chain, Preferred fatty acids range from carbon chain lengths of aboutCé to C22, "
preferably between about 10 and about C13.

e

[061] The described methods can be used to prepare a variety of novel PEG-lipid conjugates. For !
example, the methods can be used to prepare 3-PEG-1,2- disteroid acid-glycerol in pure form
containing any bile acid chain,

[062] The described methods can be used to prepare a variety of novel branched PEG-lipid
conjugates. For example, the methods can be used to prepare 3-alkylgl-1,2-bisPEG-gycero! in
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pure form containing any fatty acid chain. Preferred fatty acids range from carbon chain lengths
of aboutCé6 to C22, preferably between about C10 and about C18 (Reaction Scheme 6).

0-’“\/\/\/\/\/\/\
/S-——-/

HyC {
o

!
@ 4
H
l ' 0

o \/"\o/\,O-\/\O/\vO\/NONOCHa

: O
_, \/‘W\/\N\H/ ONOV"‘O'A\’O"‘/\OA"O“AOCHa
0

Reaction Scheme 6: Synthesis of 3-myristoyl -1,2-bis(methoxyhexaethylene glycol)glycerol

[063] Reaction Scheme 6 results in a compound having 2 glycerol backbone, an lipid group, and
two monodisperse PEG chains. Hoewever, it is worth noting that extending the PEG chain as
exemplified in Reaction Scheme 1 can be done with other oligomers such as triethylene glycols

or between triethylene glycol and menotriethylene glycol as described in the preceding section.

[064] The described methods can be used to prepare a variety of novel branched PEG-lipid .

conjugates. For example, the methods can be used to prepare 3-steroid acid -1,2-bisPEG-gycerol

<oy

in pure form containing steroid acid-glycerol in pure form containing any bile acid chain
(Reaction Scheme 7). :
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Reaction Scheme 7: Synthesis of 3-choloyl-1,2-bis(methoxyhexaethylenesucciny! glycol)-3-

cholate
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[065] One preferred use for the inventive PEG-lipid is in the preparation of liposomes and other
lipid-containing formulations. In accordance with the present invention, a pharmaceutical

composition can include one or more genetic vectors, antisense molecules, proteins, peptides,

bioactive lipids or drugs. For example, the active agent can include one or more drugs (such as

one or more anticancer drugs or other anticancer agents). Typically hydrophilic active agents will

be added directly to the formulation and hydrophobic active agents will be dissolved by PEG- .
lipid before mixing with the other ingredients.

o

[066] Suitable active agents that can be present in the inventive formulation include one or more i
genetic vectors, antisense molecules, proteins, peptides, bicactive lipids or drugs, such as are
described above. The inventive PEG-lipid can be used to administer active agents that are safer

in presence of PEG oligomer for intravenous use.

[067] Preferred active agents which are compatible with the present invention include agents

which act on the peripheral nerves, adrenergic receptors, cholinergic receptors, the skeletal

muscies, the cardiovas.lcular system, smooth muscles, the blood circulatory system, synaptic sites,
neuroeffector junctional sites, endocrine and hormone systems, the immunological system, the
reproductive system, the skeletal system, the alimentary and excretory systems, the histamine

system and the central nervous system. Suitable agents can be selected from, for example,

proteins, enzymes, hormones, nucleotides, polynucleotides, nucleoproteins, polysaccharides, .

glycoproteins, lipoproteins, polypeptides, steroids, terpenoids, retinoids, anti-ulcer H2 receptor

L

antagonists, antiulcer drugs, hypocalcemic agents, moisturizers, cosmetics, etc. Active agents can

be analgc;sics, anesthetics, anti-arrythmic agents, antibiotics, antiallergic agents, antifungal 3
agénté, anticancer aéents (e.g., mitoxantrone, taxanes, paclitaxel, camptothecin, and

camptothecin derivatives (e.g., SN-38), gemcitabine, anthacyclines, antisense oligonucleotides,

antibodies, cytoxines, immunotoxins, etc.), antihypertensive agents (e.g., dihydropyridines,

antidepressants, cox-2 inhibitors), anticoagulants, antidepressants, antidiabetic agents, anti-

epilepsy agents, anti-inflammatory corticosteroids, agents for treating Alzheimers or Parkinson's

disease, antiulcer agents, anti-protozoal agents, anxiolytics, thyroids, anti-thyroids, antivirals,

anoretics, bisphosphonates, cardiac inotropic agents, cardiovascular agents, corticosteroids,

diuretics, dopaminergic agents, gastrointestinal agents, hemostatics, hypercholesterol agents,

antihypertensive agents, immunosuppressive agents, anti-gout agents, anti-malarials, anti-

oy
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migraine agents, antimuscarinic agents, anti-inflammatory agents, such as agents for treating
rheumatology, arthritis, psoriasis, inflammatory bowel disease, Crohn's disease, or agents for
treating demyelinating diseases including multiple sclerosis, ophthalmic agents; vaccines (e.g.,
against influenza virus, pneumonia, hepatitis A, hepatitis B, hepatitis C, cholera toxin B-subunit,
typhoid, plasmodium falciparum, diptheria, tetanus, herpes simplex virus, tuberculosis, HIV,
bordetela pertusis, measles, mumps, rubella, bacterial toxoids, vaccinea virus, adenovirus, SARS
virus, canary virus, bacillus calmette Guerin, klebsiella pneumonia vaccine, etc.), histamine
Teceptor antagoni.sts, hypnotics, kidney protective agents, lipid regulating agents, muscle
relaxants, neuroleptics, neurotropic agents, opioid agonists and antagonists,
parasympathomimetics, protease inhibitors, prostglandins, sedatives, sex hormones (eg.,
androgens, estrogens, etc.), stimulants, sympathomimetics, vasodilators and xanthins and
synthetic analogs of these species. The therapeutic agents can be nephrotoxic, such as
cyclosporins and amphotericin B, or cardiotoxic, such as amphotericin B and paclitaxel.
etopside, cytokines, ribozymes, interferons, oligonucleotides, siRNAs, RNAIs and functional

derivatives of the forsﬂ.'going.

[068] Chemotherapeutic agents are well suited for use in the inventive method. The inventive
PEG-lipid formulations containing chemotherapeutic agents can be injected directly into the
tumor tissue for delivery of the chemotherapeutic agent directly to cancer cells. In some cases,
particularly after resection of a tumor, the liposome formulation can be implanted directly into

the resulting cavity or can be applied to the remaining tissue as a coating.

[069] The PEG-lipid in present invention can be used for preparing various dosage forms
including tablets, capsules, pills, granules, suppositories, solutions, suspensions and emulsions,
pastes, ointments, gels, creams, lotions, eye drop, powders and sprays in addition to suitable

water-soluble or water-insoluble excipients.

[070] The inventive PEG-lipid conjugates can be used to deliver the active agent to targeted cells
in vivo. For example, the composition can be delivered orally, by injection (e.g., intravenously,
subcutaneousiy, intramuscularly, parenterally, intraperitoneally, by direct injection into tumors
or sites in need of treatment, etc.), by inhalation, by mucosal delivery, locally, and/or rectally or
by' such methods as are known or developed. Formulations containing PEGylated cardiolipin can

also be administered topically, e.g., as a cream, skin ointment, dry skin softener, moisturizer, etc,

oo

ey

<om

(



o

WO 2016/141069 PCT/US2010/001590
31/61

[071] For in vivo use, the invention provides the use of a composition as herein described

containing one or more active agents for preparing a medicament for the treatment of a disease.

In other words, the invention provides a method of using a composition as herein described,

containing one or more active agents, for treating a disease. Typically, the disease is present in a

human or animal patient. In a preferred embodiment, the disease is cancer, in which instance, the

inventive composition comprises one or more anticancer agents as active agents. For example, in
. accordance with the invention, the compositions as described herein can be employed alone or

adjunctively with other treatments (e.g., chemotherapy or radiotherapy) to treat cancers such as

<oy

those of the head, neck, brain, blood, breast, lung, pancreas, bone, spleen, bladder, prostate,
téstes, colon, lddliey, ovary and skin. The compositions of the present invention, comprising one
or ore anticancer agents, are especially preferred for treating leukemias, such as acute leukemia
(e.g., acute lymphocytic leukemia or acute myelocytic leukemia). Kaposi's sarcoma also can be

treated using the compositions and methods of the present invention.

[072) The following structures further illustrating the present invention.

(a) (b)

729\_/){—%3,, o T

Cﬁemical Structure 10 L

[073} In Chemical Structure 10 “X™ is a linker including oxy, thiol, amino, -COO-, -GCOO-,

-rn

succjnyl; haloid a_;nd those listed in Table 3. “n” is the number of repeating units, These '
structures represent intermediates in growing a single monodisperse PEG chain on a glycerol

backbone, so n is generally between about 6 and 21. The PEG chain is extended through a

sequential etherification starting with smaller chain such as triethylene glycol or tetracthylene

glycol directly attached to the glycerol via a linker. The terminal group on the PEG chain may

be, but is not limited to, &8 methyl group.
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Chemical Structure 11

[074] In Chemical Structure 11 “X” is the linker including oxy, thiol, amino, -COO-, -OCOO-,
succinyl, haloid and those shown ir; Table 3. “n” is the number of repeating units. These
structures represent the final step in growing two monadisperse PEG chains on a glycerol
béckbone. The “R” is an alky! group such as saturated (Table 1) or unsaturated fatty acid (Table

2) or cholyl group or analog (Table 4). Terminal groups besides methyl may be inctuded on the

PEG chains.
(a) (b)
mPEG,. O O~R mPEG P—R
~x" o/ Qx,.o/\j
i
mPEG;—X MPEG—x ~C

Chemical Structure 12

[075] In Chemicat Structure 12 “X” is the linker including oxy, thiol, amino, -COO-, -OCOO-,
succinyl, haloid and alike and those shown in Table 3. “n” is the number of repeating units.
These structures represent the final step in growing two monodisperse PEG chains on a glycerol
backbone. Similarly the PEG chain is extended through a sequential etherification starting with
smaller chain such as triethylene glycol or tetraethylene glycol directly attached to the gtycerol

via a linker. The “R” is an alkyl group such as saturated (Table 1) or unsaturated fatty acid
: |
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. (Table2)or cholyl group or analog (Table 4). Terminal groups besides methyl may be included

" on the PEG chains.
(@ (b)
MPEG)._ ,OLL\R mPEGy L—R

Chemical Structure 13

e

[076} In Chemical Structure 13 “X™ and “L” are the same or different linkers including oxy,
thiol, amino, -COQ-, -0COQ-, succinyl, haloid and those shown in Table 3. “n” is the number
of re;ﬁeatir_tg units. These structures represent the final step in growing two monodisperse PEG
chains on a glycerol béc_kbone, s0 n is generally between about 5 and 12. The “R” is an alkyl
group such as 5aturated (Table 1) or unsaturated fatty acid (Table 2) or cholyl group and its

analog (Table 4). Terminal groups besides methyl may be included on the PEG chains.

}  [077] Embodiments of the present invention are described herein in the context of preparation of

. pharmaceutical compositions including purified PEG-lipid conjugates for increasing the -

oy

solubility and enhancing the delivery of active agents. The approximate preferable compositions
for formulated drug products are generally described herein, though different drugs typically B

have differing optimal formulations.

[078] For IV solutions, the preferable concentration of drug is 0.1% to 30%. More preferable is
1 to 10%. Most preferable is 1 to 5%. The preferable ratio of PEG-lipid to the drug (PEG-

Lipid/drug) is 110 20. More preferable is 1 to 10. Most preferable is 1 to S.

e
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[079] For oral solutions, the preferable concentration of drug is 1% to 40%. More preferable is
2.5 t0 30%. Most preferable is 5 to 30%. The preferable ratio of PEG-lipid to the drug (PEG-

Lipid/drug) is 0.5 to 20. More preferable is 1 to 5. Most preferable is 1 to 3.

[080) For ophthalmic preparations, the preferable concentration of drug is 0.01 to 5%. More
preferable is 0.05 to 2%. Most preferable is 0.1 to 2%. The preferable ratio of PEG-1ipid to the

drug (PEG-Lipid/drug) is 1 to 20. More preferable is 3 to 15. Most preferable is 5 to 10.

(081] For topical solutions, the preferable concentration of drug is 0.05 to 5%. More preferable
—is 0.1 to 5%. Most preferable is 0.1 to 2%. The preferable ratio of PEG-lipid to the drug (PEG-

Lipid/drug) is 1 to 20. More preferable is 3 to 15. Most preferable is 5 to 10,

[082] For oral capsules, the preferable capsule content of drug is 10 mg to 250 mg. More
preferable is 25 mg to 200 mg. Most preferable is 25 mg to 100 mg. The preferable ratio of
PEG-lipid to the drug (PEG-Lipid/drug) is 1 to 10. More preferable is 1to 5. Most preferable is

2105,

{083] For topical preparations, the preferable concentration of drug is 0.05 to 5%. More
preferable is 0.1 to 5%. Most preferable is 0.5 to 2%. The preferable ratio of PEG-lipid to the
drug (PEG-Lipid/drug) is 1 to 50. More preferable is 3 to 20. Most preferable is 5 to 10.

{084] While the foregoing discussion has focused on polymer-lipid conjugates having a glycerol

backbone and including a PEG chains, the invention further includes alternate backbones and

PV,
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polymers, 3-amino-1, 2-propanediol, 3-bromo-1, 2-propanediol, 3-chloro-1, 2-propanediol, 3-
fluoro-1, 2-propanediol, DL-glyceric acid, aspartic acid, glutamic acid and 1,2,4-butanetriol may
be used as alternative backbones to synthesize similar PEG-lipid conjugates. Chemical Structure
14 illustrates a conjugate of the invention employing aspartic acid as a backbone. To prepare
this conjugate, -the starting material will be oleoyl alcohol instead of oleic acid since there are
two carboxyl groups in the amino acid already. A succinate linker has been used to attach the
PEG to the backbone. In such alternative embodiments, the PEG chain (or alternative polymer

. chain) is always monodisperse.

Chemical Structure 14: 1, 4-dioleoyl- 2-(mPEG-12-succinylamino)-aspartate
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[085] Propylene glycol and methylene glycol oligomers may be used as alternatives to ethylene
glycol oligomers. Also, it is possible to create copolymers or block copolymers of these basic

building blocks.

[086] The synthetic methods described herein can be modified in any suitable manner, For
example, the PEG-reagents for use in the inventive method can be any PEG derivative, which is
 capable of reacting with hydroxyl or amino group of central glycerol or 3-amino-1, 2-

propanediol group or like or functional group of any linker.

{087] The solvent for PEG-lipid conjugation reaction in the inventive method includes any
solvent preferably a polar aprotic solvent such as N,N-dimethyiformamide (DMF),
dimethylsulfoxide (DMSO), pyridine, tetrahydrofuran (THF), dichloromethane, chloroform, 1,2-

dichloroethane, dioxane and the like.

[088] In one aspect, the invention is 2 method of making a PEG chain of a defined length, the
mc-;th‘od comprising (a) selecting a glycerol derivative with a glycerol protecting group that is
stable under a first set of conditions and convertible to free hydroxyl groups under a second set
of conditions; (b) selecting a initial PEG oligomer having between 1 and 12 subunits, where the
initial PEG oligomer has an oligomer protecting group on its first terminus and the said oligomer
protecting group converts to a hydroxyl group under the first set of conditions, and where the
initial PEG oligomer has a reactive group on its second terminus, said reactive group forming a
bond with a compound having a free hydroxyl group, (c) reacting the glycerol derivative with the
'~ initial PEG oligomer to form a glycerol-PEG conjugate; (d) removing the oligomer protective
group by exposing the conjugate to the first set of conditions; (¢) repeating steps (f), (g) and (h)

between 0 and 6 additional times, where steps are as described below; (f) selecting an extending

am
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PEG oligomer having between 2 and 11 subunits, where the extending PEG oligomer has an
oligomer protecting group on its first terminus and the said oligomer protecting group converts to

& hydroxyl group under the first set of conditions, and where the extending PEG oligomer has a

]

reactive group on its second terminus, said reactive group forming a bond with a compound
having a free hydroxyl group; (g) reacting the giycerol-PEG conjugate with the extending PEG !
oli goﬁer to form an extended glycerol-PEG conjugate; (h) removing the oligomer protective

group by exposing the conjugate to the first set of conditions; (i) temminating the PEG chain by

either step (3) or steps (k) and (1), where the steps are as described below; (j) adding a terminal

group to the free hydroxyl group of the extended glycerol-PEG conjugate; or (k) selecting a

terminal PEG oligomer having between 2 and 11 subunits, where the terminal PEG oligomer has

terminal group on its first terminus, and where the terminal PEG oligomer has a reactive group

on its second terminus, said reactive group forming a bond with a compound having a free

hydroxyl group; and (1) reacting the glycerol-PEG conjugate or extended glycerol-PEG

<wrm

conjugate with the terminal PEG oligomer; and (m) exposing the terminated glycerol-PEG -
conjugate to the second set of conditions. The terminal group may be a methyl group. The first y
sét of‘ conditions may be catalytic reduction. The second set of conditions may be exposure to

acid. The glycerol derivative may be a compound represented by the formula shown at Reaction

Scheme 1{(a). The glycerol derivative may be a compound represented by the formula shown as

Chemical Structure 2. The glycerol derivative may be a compound represented by the formula

shown as Chemical Structure 3. The glycerol derivative may be a compouﬁd represented by the

formula shown as Chemical Structure 4. The glycerol protecting group may be an alky! group.

The method may further comprising the steps of: (n) removing the glycerol protecting group;

and (0) bonding a lipid group to the giycerol backbone. T
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[089] In another aspect, the invention is a chemical composition inctuding a PEG-lipid
conjugate, the PEG-lipid conjugate comprising: a glycerol backbone; a lipid group covalently
attached to the glycerol backbone; and a PEG chain covalently attached to the glycerol
backbone, where the PEG chain has a MW between about 200 and 1200 Daltons, and where
greater than about 75 percent of the PEG chains of the conjugate molecules in the composition
have 'thé same MW. Greater than about 90 percent of the PEG chains of the conjugate molecules
in the composition may have the same MW. The PEG chain may have a MW greater than about
600 Daltons. The lipid may be an alkyl group. The alkyl group may be selected from the alkyl
groups in Table 1 and Table 2. The composition may further comprise a second lipid covalently
attached to the glycerol backbone. The second lipid may be an alkyl group. The second alkyl
group may selected from the atkyl groups in Table 1 and Table 2. The lipid may be a bile acid.
The bile acid may be selected from the bile acids in Table 4. The bile acid may be cholesterol.
The composition may further comprise a linker group between the glycerol backbone and the
PEG chain. The linker may be selected from the group consisting of -8-, -O-, -N-, -OCOOQ-, and
the linkers in Table 3. The composition may further comprise a second PEG chain covalently
attqched to the glydcrol backbone. The linkage between the glycerof backbone and the second
PEG chain may be selected from a group consisting of -0-C(Q)-, -O-, -S-, and -NH-C(O)-. The

linkage between the glycerol backbone and the second PEG chain may be selected from Table 3.

[090] In another aspect, the invention include the compositions according to paragraph 089,

where the glycerol backbone is replaced by a backbone selected from the group consisting of 3-

o
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amino-1, 2-propanediol, 3-bromo-1, 2-propanediol, 3-chloro-1, 2-propanediol, 3-fluoro-1, 2-

propanediol, DL-glyceric acid, aspartic acid, glutamic acid, and 1,2,4-butanetriol.

[091] In another aspect, the invention includes the compositions according to claim paragraph
089, where the PEG chains are replaced by polymers selected from the group consisting of

polymethylene glycol, polypropylene glycol, and copolymers comprised of a at least two of the

2y

monomers selected from the group consisting of methylene glycol, propylene glycol and

ethylene glycol.

[092] In another aspect, the invention includes the following compoupds: the compound
represented by the formula shown at Reaction Scemem1(a); the compound represented by the
formula shown as Chemical Structure 2; the compound represented by the formula shown as
Chemical Structure 3, the compound represented by the formula shown as Chemical Structure 4;
the molecules of 1,2~ isopropylidene-glycerol-3-ethylene glycol, 1,2- isopropylidene-glycerol-3-
diethylene glycol, 1,2- isopropylidene-glycerol-3-triethylene glycol, 1,2- isopropylidene-

glycerol-3-tetracthylene glycol, 1,2-isopropylidene-glycerol-3-pentaethylene glycol and 1,2-

<oy

i_sopropylidene-glycerol-3-hexaethylene glycol, 1,2- isopropylidene-giycerol-3-heptacthylene
glycol and 1,2-is;opropylidene—glyoerol-B-octaethylene glycol; and the molecules of 1,3-
diacylglycerol-2-ethylene glycol, 1,3-diacylglycerol-2-diethylene glycol, 1,3-diacylglycerol-2-
triethylene glycol, 1,3-diacylglycerol-2-tetraethylene glycol, 1,3-diacylglycerol-2-pentacthylene
B glycol, 1,3-diacylglycerol-2-hexaethylene glycol, 1,3-diacylglycerol-2-heptaethylene giycol and

1,3-diacyl glycérol-2-octacthylene glycot.

oo

\1¥



WO 2010/141069 PCT/US2010/001590
40/61

[093] In another aspect, the invention includes a method for increasing the bioavailability and/or
solubility of an active agent, said method comprising: formulating the active agent with one or
more of the a PEG-lipid conjugates of the present invention and administering said PEG-hipid

conjugate based formulation to an animal or human.

[094] In another aspect, the invention includes a chemical compound having the formula:

X-PEG,,
7/9;>\/X-PEGn orfand 78(;7

wh'ere n is between about 7 and 12; and where X is a linker group. X may have a MW between
about 16 and 200. X may be selected from the group consisting of oxy, thiol, amino, -COOQO-, -
OCOO-, succinyl, haloid and linkers shown in Table 3. The terminus of the PEG chain may
have a MW between about 15 and 210. The terminus of the PEG chain may be a methyl group.
The terminus of the PEG chain may be a protecting group. The terminus of the PEG chain may

be a hydroxyl group.

[095] In another aspect, the invention includes a chemical compound having the formula:

: X
mPEG#-O mPEG— R
ﬁ_,.o XR orfand n O(;j
mPEGg mPEG,

where n is between about 3 and 23; R is a lipid; and where X is a linlfcr group. X may have a

MW between about 14 and 620. X may be selected from the group consisting of oxy, thiol,

<
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amino, -COO-, -OCOQ0-, succinyl, haloid and linkers shown in Table 3. n may be between about
4-and 12. More preferably, n may be between about 7 and 12. The terminus of the PEG chain
may have a MW between about 15 and 210. The terminus of the PEG chain may be a methyl

group. R may be an alkyl group selected from Table 1 or Table 2. R may be a bile acid. R may

be a bile acid selected from Table 4. R may be cholesterol.

{096] In another aspect, the invention includes a chemical compound having the formula:

X O—
mPEGZ ™0 - - R
? X~ />\/O R orfand mPEGy xx?(;j’

mPEG}, mPEGy,
where n is between about 3 and 23; R is a lipid; R is a lipid, and where X are the same or
diffe}ent linker groups. X may have a MW between about 14 and 620. X may be selected from
the gﬁmp consisting of oxy, thiol, amino, -COQ-, -OCOO0-, succinyl, haloid and linkers shown in
Table 3. n may be between about 4 and 23. n is preferably between about 7 and 23. The
terminus of the PEG chain may have a MW between about 15 and 210. The terminus of the PEG
chain may be a methyl group. R may be an alkyl group selected from Table 3 or Table 4. R may

be & bile acid. R may be selected from Table 4. R may be cholesterol.

[097] In another aspect, the invention includes a chemical compound having the formula

; X L.ﬁ-
mPEGZ "0 L - R
n x,(;>\/ R or/and mPEGY X ?(;7

mPEGT mPEGY

< n
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where is between about 3 and 23; R is a lipid; R is a lipid; L is a linker group; and where X are

the same or different linker groups. X may have a MW between about 14 and 620. X may be

criv

selected from the group consisting of oxy, thiol, amino, -COQ-, -OCQO-, succinyl, haloid and
linkers shown in Table 3. n may be between about 4 and 23. n may be between about 7 and 23. "
The Ermini of the PEG chains may have a MW between about 15 and 210. The termini of the
PEG chains may be methyl groups. R may be an alkyl group selected from Table 1 or Table 2.

R may b a bile acid. R may be selected from Table 4. R may be cholesterol. X may b selected
| from the group consisting of oxy, thiol, amino, -COOQ-, -OCOO-, succinyl, haloid and linkers

shdwn in Table 3.

EXAMPLES

[098] The following examples are further illustrating the invention and should not be

EorY

constructed as in any way limiting its scope.
[099] Example 1. Synthesis of 3-Oleoyl-1,2-bis(methoxyhexathylene glycol)glycerol
{100] Part 1A: 3-Benzyl-1,2-bis(methoxyhexathylene glycol)glycerol

[101] To a three-necked flask, (+)-3-Benzyloxy-1,2-propanediol (l.fl g, 6 mmol), NaH (0.96 g,
40 mmol) and dry THF (150 mL) were added. A dry THF solution (50 mL) of
monomethoxyhexaethylene glycol tosylate (5.4 g,12 mmol) was then added to the mixture
dropwise at room temperature. The mixture was refluxed for 24 hours and cooled to room
temperature. Ice-cold methanol was added to the reaction mixture to quench excessive NaH.
The solvent was evaporated and the crude product was extracted with 5% HCI (w/v) and CH,Cl,.

- The solvent was evaporated and further purified by gel permeation chromatography to yield 85%
of colorless liquid.

=

[102] Part 1B: 3-hydroxyl-1,2-bis(mmethoxyhexaethylene glycol)glycerol
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[203] To a solution of 5 grams of 3-Benzyi-1,2-bis(methoxyhexaethylene glycol)glycerot in 20
mL of n-Hexane, 5 drops of acetic acid and 0.6 g of palladium black were added. The mixture
was purged with pure hydrogen at 30 °C in atmosphere for approximately 60 minutes to remove
the benzyl protection group on the 3°-hydroxy. After the hydrogen was replaced by nitrogen, the
solution was cooled to 4 to 6 °C and the catalyst was removed by fiitration. Solvent was
evaporated to yield 98% of the final prdduct.

[104] Part IC: 3-Oleoyl-1,2-bis(methoxyhexaethylene glycol)glycerol

[105] 6.5 g of the product from 1B (10 mmoles), 3.1 g of oleic acid (11 mmoles), 9.6 g of N,N'-
Dicyélohexylcarbodiimide (50 mmol) and a catalytic amount of DMAP (0.6 g, 5 mmoles) in
anhydrous CH,Cl, (400 mL) was stirred at 25 °C for 12 h under nitrogen, after which the N, N’-
dicyclohexylurea salts were precipitated and removed by filtration. The filtrates were evaporated
under reduced pressure to yield 89% of the final product shown by Chemical Structure 15.

\/\/\/\/\/\/\/\/\n,o 0~~0wr~0~~0-r~g~0 ~~QCH,
O

Chemical Structure 15: 3-Oleoyl-1,2-bis(methoxyhexaethylene glycol)glycerol

(1066} Example 2. Synthesis of 1,2-dioleoyl-rac-3-monomethoxydodecaethylene glycol
(mPEG-12)-glycerol

{107} The general steps for this synthesis are showed in Reaction Scheme 8.

L2

ot

e

- om



&

. &
»

WO 2010/141069 PCT/US2010/0015%0
44/61

o
O

HQNOV\ONO\/‘\O”\/O\/\OH -+

(D

Ho/\,o\/\o/\,o\/\o/\/o\/-\ o O

@
HsC §-c1 NaH
(@]

DL 1,2-lsopropylideneglyderal

(D

o} \o)/\o/\,o\/\of\/o\/\of\,o\/\o O
+ O, . Oy r D e O
OJAON (o} (o) ~""oH

/”\l Nat

(o]
!

Os \O)/\ ONO\/\Q/\/O\,/\O/\./O\/'“"O
.__O/\V,O\/\O./-\/O\/\O/\/O

Reaction Scheme 8: Synthesis of 1,2- isopropylidene-glycerol-3-monomethoxydodecaethylene
ester

[108] 1 moles of hexaethylene glycol was mixed with 0.15 moles of pyridine and heated to 45-
50°C and 0.1 moles of trityl chloride was added. The reaction was carried over night
(approximately 16 hours) under constant stirring and then cooled down to room temperature and
extracted with toluene. The extract was washed with water, then extracted with hexane and dried
over MgSO,. The solvent was removed under vacuum, a light yellow oily Tr-hexaethylene
glycol was obtained (yield 70 to 85%).
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[109] 0.1 moles of Tr-hexaethylene glycol and 0.101 moles of p-toluenesulfony! chloride were
mixed in 100 mL of methylene chloride. The homogeneous mixture was cooled to 0°C in a dry- .

ice-acetone bath and 45 g of KOH was added in small portions under vigorous stirring while

o

maintaining the reaction temperature below 5 °C. The reaction was completed under constant

stirring for 3 hours at 0°C. The crude product was diluted with 100 mL of methylene chloride, 0
then 120 mL of ice-cold water was added. The organic layer was collected, and the aqueous

phase was extracted with methylene chloride (2 x 50 mL). The combined organic layers were

washed with water (100 mL) and dried over MgSQy. The solvent was removed under vacuum to

yield (87 to 99%) clear oil.

[110] To a three-necked flask, 1.2- isopropylidene-rac-glycerol (0.1 mol) and NaH (0.4 mol) and

dry THF (200 mL) were charged. A dry THF solution (125 mL) of Tr-hexaethylene glycol

tosylate (0.1 mol) was added to the mixture dropwise at room temperature. The mixture was

refluxed for 24 hours, and cooled to room temperature. Ice-cold methanol was added to the

reaction mixture to quench excessive NaH. The solvent was evaporated and the crude product

was extracted with 5% HCI (w/v) and CH;CI;. The crude product was not purified further but .
taken directly to the next stage of synthesis.

o

[111] The above crude product was transferred to a high pressure resistant glass flask and 200
mL of dry methylene chloride and 10% palladium on carbon (1.5 g). Hydrogenolysis was
carried out by purging pure hydrogen at 30 °C in atmosphere for approximately 60 minutes to

. remove the protective group on the hexaethylene glycol. After the hydrogen was replaced by
nitrogen, the solution was cooled to 4 to 6 °C and the catalyst was removed by filtration. Solvent
was evaporated to yield 95 to 98 % of the final product.

[112} Ina three-necked flask, 3-hexaethylene-glycol-1,2- isopropylidene-rac-glycerol (0.1 mol)
and NaH (0.4 mol) and dry THF (500 mL) were mixed. A dry THF solution (200 mL) of
monobenzylhexaethylene giycol tosylate (0.11 mmol) was added to the mixture dropwise at
room temperature. The mixture was refluxed for 24 hours, and then cooled to room temperature.
Ice7cqld methanol was added to the reaction mixture to quench excessive NaH. The solvent was
evaporated and the crude product was extracted with 5% HC! (w/v) and CH,Cl,. The solvent
was evaporated and further purified by gel permeation chromatography to yield 82% of 3-

monomethoxydodecaethylene glycol-1,2-isopropylideneglycerol. '

oo
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{113} The isopropytidene protecting group was removed by stirring 10 g of 3-
monomethoxydodecacthylcne glycol-1,2-Isopropylideneglycerol for 3 hours in acidic methanol i
solution (180 mL MeOH : 20 mL, 1 M HCl). The mixture was neutratized with sodium
hydrogen carbon‘;ite angd extracted in chloroform (3 x 150 mL) and dried over sodium sulfate.
Filtration and evaporation of the solvent yields the product (75-80%) of 3-
monomethoxydodecaethylene glycoi-l,2-dihydroxyl-glycerol (Chemical Structure 16).

HO
O~ O~ A~ 00
Ho Yo7 T o ° P
--0/\\/0\/\0/\/0\/\0/\\/0

Chemical Structure 16: 3-monomethoxydodecaethylene glycol-1,2-dihydroxyl-glycerol

[114] In the above PEG chain extension reaction, the starting PEG reagent preferably comprises .
1 to 6 CHCH;O unit, and more preferably has 3 to 6 CH,CH,O unit, and more preferably has 4 g
to 6 CH;CH;O units. The reaction between glycerol and the PEG-reagent can occur in the
bresenc_e or the absence of a linker group. Preferred PEG-reagents have hydroxyl, amino,
carboxyl, isocyanate, thiol, carbonate functional groups. Especially preferred PEG-reagents for
use in this embodiment of the inventive method include PEG-tosylate, PEG-mesylate and
succinyl-PEG. Following the reaction between the glycerol and the PEG-reagent, the protecting

groups are removed.

{115] 0.1 mol'es of 3-monomethoxydodecaethylene glycol-1,2-dihydroxyl-glycerol was
constantly stirred under nitrogen in 250 mL of chloroform. 0.21 mole of oleoyl chloride was
dissolved with 250 mL of chloroform and added to this heterogeneous mixture of
dihydroxyacetone and followed by adding 15 mL of anhydrous pyridine. The reaction proceeded
for 30 minutes under constantly stirring at room temperature. The mixture turned homogeneous
- and the reaction was completed when no detectable oleoyl chloride was in the mixture. The bulk

PV

solvent was removed under vacuum. The residue was diluted with methylene chloride and equal
volume of brine solution was added. The organic layer was collected and the aqueous phase was ’

repeatedly extracted with methylene chloride and the organic layers were combined and washed
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again with water (50 mL) and dried over sodium sulfate, and further evaporated to yield a (70-
80%) oily product (Chemical Structure 17). Its liquid chromatograph-mass spectrometry (LC-
MS) phromatogr;tm is shown in Figure 1: (a) the sample was injected onto a 4.6 x 50 mm Inertsil
C8 column and eluted under a mixture of Tetrahydrofuran and H,O (4/6, v/v) monitoring with a
mass spectrometry and (b) the MS spectrum of the peak eluted at 1.45 minutes where [M-1]" is

the ion of the parent compound.

Oleoyl~
Oleort 0?}/\0/\/0\/\0/\/0\/\0/\/0\/“0
oyl
\0/\/0\/\0/\/0\/\0/\/0

Chemical Structure 17: 1,2-dioleoyl-rac-3-monomethoxydodecaethylene glycol (mPEG-12)
glycerol '

[116] Example 3. Synthesis of 1,3-dioleoyl-rac-2-monomethoxyDodecaethylene glycol
(anEG-lz)-glycgrol

[117} The general steps for this synthesis is showed in the following scheme {Reaction Scheme -

9:

ey

- rm

<moa

ta



WO 2010/141069 PCT/US2010/0015%0
' ‘ 48/61 :

HO
=
HO ‘

2 QOleic acid chloride
Pyridine

Trin

1~
HaC(HoC)eHC=HC{H2C)7H2C Of\f
o)

Hsc(I-IiQC)-,Hc-eHC(H,_.C)aHzc—QO

3-(octadec-10-enoyloxy)-2-oxopropyl octadec-9-enoate

NaBH,4

o OH

Hsc(HZC)BHC=HC(HZC)7Hzc)L Of\j
jo
H3C(H,C)7HC=HC(HLC)gHC —&
O

LN

2-hydroxy-3-{octadec-10-enayloxy)propyl octadec-S-enoate

Reaction Scheme 9: Synthesis of 1,3-dioleoyl-2-glycerol ester

[118] 0.033 moles of dihydroxyacetone was constantly stirred under nitrogen in 150 mL of
chloroform. 0.06 mole of oleoyl chloride was dissolved with 150 mL of chloroform and added

to this heterogeneous mixture of dihydroxyacetone and followed by adding 10 mL of anhydrous
pyridine. The reaction proceeded for 30 minutes under constant stirring at rootn temperature.

The mixture turned homogeneous and the reaction was completed when no detectable oleoyl

chloride was in the mixture. The bulk solvent was removed under vacuum. The residue was

wash with water then extracted with ethyl acetate. The aqueous phase was repeatedly extracted -

with ethyl acetate and the organic layers were combined and washed again with water, dried over

P ¥

sodium sulfate and evaporated. The resulting oily product was recrystallized from methanol to
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give 3-(octadec-10-enoyloxy)-2-oxopropy! octadec-9-enoate (% of yields 75-80) with a melting
temperature of 43-44 °.

[119] The 1,3-dioleate (0.02 moles) was dissolved with 150 mL of tetrahydrofuran (THF) and

10 mL of water. The heterogeneous solution was chilled to 5 °C in an ice-bath. A solution of
sodium borohydride (0.026 mol in THF) was added in small portions. After 30 minutes excess
borohydride was destroyed by adding approximately 1 mL of glacial acetic acid, the solution was
then diluted with chloroform, and washed with water and dried over magnesium sulfate. An oil
was obtained which partially crystallized to needle-like crystals of 2-hydroxy-3-(octadec-10-

. enoyloxy)propyl octadec-9-enoate (yields 80 to 90%) with a melting temperature of 20-22 °C.

[120] From the above intermediate product, 1,3-dioleoyl-rac-glyecrol-rac-2-monomethoxy-
dodecaethylene glycol (mPEG-12)-glycerol (Chemical Structure 18) was prepared after the

reaction and work-up as described in the Examples 1 and 2.

‘\0/‘\,0\./\0/\/0\/\0/\10 ‘-/\O

/\/\/W\/\/v\,“\o:)/o’\’o\/«o’\/o\f‘o’\'k-—j

Chemical Structure 18:
1,3-dioleoyl-rac-2-monomethoxyDodecaethylene glycol (mPEG-12)-glycerol

[121} Example 4: 1,2-dimyristoyl-rac-3-dodecapropylene glycol (PPG-12)-glycerol

[122] The general steps for this synthesis is showed in the following scheme (Reaction Scheme
10):
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Reaction Sc;hcme 10: Synthesis of 1,2- isopropylidene-glycerol-3-trityl-dodecapropylene glycol

[123] 1.5 moles of tetrapropylene glycol was mixed with 0.23 moles of pyridine and heated to
45-50°C and 0.15 moles of trityl chloride was added. The reaction was carried over night
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(approximately 16 hours) under constant stirring, then cooled down to room temperature and
extracted with toluene. The extract was washed with water, then extracted with hexane and dried
over MgSO,. The solvent was removed under vacuum. A light yellow oily Tr-tetrapropylene
glycol was obtained (yield 75 to 85%).

[124] 0.1 moles of Tr-tetrapropylene glycol and 0.101 moles of p-toluenesulfonyl chloride were
mixed in 100 mL of methylene chloride. The homogeneous mixture was cooled to 0°C in a dry-
ice-acetone bath and 45 g of KOH was added in small portions under vigorous stirring while
maintaining the reaction temperature below 5 °C. The reaction was completed under constant
stirring for 4 hours at 0°C, The crude product was diluted with 100 mL of methylene chloride,
then 120 mL of ice-cold water was added. The organic layer was collected, and the aqueous
phase was extracted with methylene chloride (2 x 50 mL). The combined organic layers were
washed with water (100 mL) and dried over MgSQO,. The solvent was removed under vacuum to
yield (85 to 95%) clear oil.

[125] To a three-necked flask, 1,2- isopropylidene-rac-glycerol (0.1 mol) and NaH (0.4 mol) and
dry THF (200 mL) were charged. A dry THF solution (125 mL) of Tr-tetrapropylene glycol
tosylate (0.1 mol) was added to the mixture dropwise at room temperature. The mixture was
refluxed for 24 hours and then cooled to room temperature. Ice-cold ﬁethanol was added to the
reaction mixture to quench excessive NaH. The solvent was evaporated and the crude product
was cxtrgcted with 5‘V|o HCl (w/v) and CH,Cl,. The crude product was not purified further but
taken directly to the next stage of synthesis.

[126]) The above crude product was transferred to a high pressure resistant glass flask and 200
mlL of dry methylene chloride and 10% patladium on carbon (1.5 g). Hydrogenolysis was
carried out by purging pure hydrogen at 30 °C in atmosphere for approximately 60 minutes to
remove the protective group on the hexaethylene glycol. After the hydrogen was replaced by
nitrogen, the solution was cooled to 4 to 6 °C and the catalyst was removed by filtration. Solvent
was evaporated to yteld 95 to 98 % of the final product.

[127] To a three-necked flask, 3-tetrapropylene-glycol-1.2- isopropylidene-rac-glyceroi (0.1
mol) and NaH (0.4 mol) and dry THF (500 mL) were added. A dry THF solution (200 mL) of
Tr-tetrapropylene glycol tosylate (0.11 mmol) was added to the mixture dropwise at room
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temperature. The mixture was refluxed for 24 hours, and cooled to room temperature. Ice-cold .
methanol was added to the reaction mixture to quench excessive NaH. The solvent was
evaporated and the crude product was extracted with 5% HCl (w/v) and CH,Cl,.

e

{128]- The above etherification steps were repeated one more time. The solvent was evaporated
and further purified by gel permeation chromatography to yield approximately 80% of 3-trityl-
dodecapropylene glycol-1,2-isopropylideneglycerol.

[129] The isopropylidene protecting group was removed by stirring 10 g of 3-dodecapropylene
glycol-1,2-isopropylideneglycerol for 3 hours in acidic methanol solution (180 mL MeOH : 20
mL, 1 M HCI). The mixture was neutralized with sodium hydrogen carbonate and extracted in to
chloroform (3 x 150 rﬂL) and dried over sodium sulfate. Filtration and evaporation of the
solvent yielded the product (75-80%) of 3-trityl-dodecapropylene glycol-1,2-dihydroxyl-glycerol
(Chemical Structure 19).

HO /k/o\/L 0\)\ 0\)“0 .
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Chemical Structure 19
3-trityl-dodecapropylene glycol-1,2-dihydroxyi-glycerol

o

[130} In the above PEG chain extension reaction, the starting PEG reagents preferably comprise
1 to 6 CH(CH3)CH,0 units, and more preferably 3 to 6 CH,CH,O units, and more preferably
has 4 to 6 CH,CH,O units. The reaction between glycero! and the PEG-reagent can occur in the
presence or the absence of a linker group. In this embodiment, preferred PEG-reagents have
hydroxyl, amino, carboxyl, isocyanate, thiol, carbonate functional groups. Especially preferred
PEG-reagents for use in this embodiment of the inventive method include PEG-tosylate, PEG-
mesylate and succinyl-PEG. Following the reaction between the glycerol and the PEG-reagent,
the protecting groups are removed.
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REIVINDICACIONES (ORIGINALES)

1. Una composicion quimica incluyendo un conjugado PEG-lipido, el conjugado PEG-lipido comprende:

ung columna vertebrai de glicerol;

un grupo lipido unido por enlace covalente a la columna vertebral de glicerol;

una cadena PEG unida por enlace covalente a la columna vertebral del glicerol, donde la cadena PEG tiene un
peso molecular entre alrededor de 200 y 1200 daltons, donde mas de alrededor de 75 % de las cadenas PEG de
 las moléculas del'conjugado en la composicion tienen el mismo peso molecular

2. En la composicidn de la reivindicacion 1, donde mas del 90 % de 'as cadenas PEG de las moléculas
conjugadas en la composicion tienen el mismo peso molecular.

3. La composicion de la reivindicacion 2, donde |a cadena PEG tiene un peso molecular mayor a alrededor de 600

daltons.
4. La composicion de |a reivindicacion 1, donde el lipido es un grupo alquilo.

5. La composicién de la reivindicacion 4, donde el grupo alquilo es seleccionado de entre fos grupes alquilos

contenidos en la Tabla 1 y en [a Tabla 2.

6. La composicion de la reivindicacion 1, que comprende ademas un segundo lipido unido de manera covalente a

la columna vertebral del glicerol,
7. La composicion de la reivindicacion 8, donde el segundo lipido es un grupo alquio.

8. La composicién de la reivindicacion 7, donde el grupo alquilo es seleccionado de entre los grupos alquilos

contenidos en la i’abla 1yenlaTabla 2.
9.la composicién de la revindicacion 6, donde el lipido es un acido biliar,

10. La composicion de la reivindicacion 7, donde el acido biliar es seleccionado del conjunto de acidos biliares

contenidos en la tabla 4,

11. La composicion de la reivindicacion 6, donde lipido es colesterol.

12. La composicion de la reivindicacion 1, comprendiendo ademas un grupo enlazador entre {a columna vertebral
de glicerol y la cadena PEG.

13. La composicion en la reivindicacion 12, donde el enlazador es seleccionado de entre el grupo consistenie de:
-S-, -0+, -N-, -OCQO0-, y los enlazadores contenidos en la tabla 3.

14. La composicion de la reivindicacién 1,‘comprendiendo ademas una segunda cadena PEG unida en forma
covalente a la columna vertebral del glicerol.

~15.1a composici@n de la reivindicacion 1, donde ef enlace entre la columna vertebral de glicerol y la cadena del
PEG es seleccionado a partir del grupo consistente de -0-C(O)-, -O-, -S-, and -NH-C(Q)-.

16. La composicion de la reivindicacion 1, donde el enlace entre la columna vertebral de glicerol y la cadena PEG

es seleccionada del contenido de la tabla 3.
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