DESCRIPCION

LIPIDOS CATIONICOS

Campo de la invencidn
[0001]

La presente invencidén hace referencia a un lipido
catiénico que permite la introduccién de acidos nucleicos
como ingrediente activo en muchos tipos de células, tejidos u
6rganos. La presente invencidn hace referencia ademds a una
particula lipidica que contiene el lipido catidénico, y una
composicién que contiene la particula lipidica y un acido

nucleico.

[0002]
[Antecedentes de la invencidn]

En los tltimos afios se ha realizado una investigacidn
exhaustiva y el desarrollo de farmacos de a4cidos nucleicos,
que contienen un acido nucleico como ingrediente activo.

Por ejemplo, se han realizado varios estudios para farmacos
de acidos nucleicos que tienen efecto de descomposicidn o
efecto inhibidor de la funcidén sobre los ARNm objetivo,
incluyendo acidos nucleicos tales como los ARNip, miARN,

imitadores de miARN y &cidos nucleicos antisentido. Ademés,



se han realizado estudios para farmacos de acidos nucleicos
que contienen un ARNm o similares que codifica una proteina
de interés para expresar la proteina de interés en las
células. En relacién con dicha investigacidén y desarrollo,
se han desarrollado técnicas para introducir acidos nucleicos
en células, tejidos u 6érganos con alta eficiencia como
técnicas de sistema de administracién de féarmacos (DDS, por
sus siglas en inglés).

[0003]

Convencionalmente conocida como tal, la técnica DDS es
una técnica donde un &cido nucleico y un lipido se mezclan
para formar un complejo y las células pueden incorporar el
adcido nucleico a través del complejo. Convencionalmente
conocidos como lipidos para su uso en la formacidén del
complejo se encuentran los lipidos catidnicos, los lipidos
poliméricos hidrdéfilos, los lipidos auxiliares, y asi
sucesivamente. Como tales lipidos catidnicos, por ejemplo,
se conocen compuestos descritos en documentos del arte previo,
como se muestra a continuacidn.

[0004]

La literatura de patentes 1 describe un compuesto
representado por la siguiente férmula o una de sus sales, y
asi sucesivamente.

[0005]



[FOrmula 1]
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Se especifica para la férmula que R! se selecciona

]

independientemente del grupo que consiste en alquilo Cg-Cos
opcionalmente sustituido y algquenilo Cg-Crs opcionalmente
sustituido; cada R? y R3 se selecciona independientemente del
grupo que consiste en hidrbégeno, alquilo Ci1-Cg opcionalmente
sustituido, arilalquilo opcionalmente sustituido, y asi
sucesivamente; cada Y! e Y2 se selecciona independientemente
del grupo que consiste en hidrdégeno, alquilo Ci1-Ce
opcionalmente sustituido, arilalgquilo opcionalmente
sustituido, y asi sucesivamente; cada Y3, si estd presente,
se selecciona independientemente del grupo que consiste en
hidrbégeno, alquilo Ci1-Cs opcionalmente sustituido, arilalquilo
opcionalmente sustituido, y asi sucesivamente; m es cualquier
numero entero de 1 a 4; n es cualquier numero entero de 0 a
3; pes 0 o 1l; la suma dem, ny p es 4; k es cualquier
numero entero de 1 a 5; vy ges 0 o 1.
[0006]

La literatura de patentes 2 describe un compuesto

representado por la siguiente férmula o una de sus sales, etc.



[0007]

[Férmula 2]

RAL _ RAZ

En la férmula, W denota la férmula -NRIR?2 o la férmula
-N*R3R*R> (Z-); R! y R? denotan, cada uno independientemente,
un grupo alquilo Ci-s o un &tomo de hidrdégeno; R3, R* y RS
denotan, cada uno independientemente, un grupo alquilo Ci-g;
Z- denota un ion negativo; X denota un grupo alquileno Ci-s
que puede estar sustituido; Y?, YB e Y¢ denotan, cada uno
independientemente, un grupo metida que puede estar
sustituido; L2, LB y L¢ denotan, cada uno independientemente,
un grupo metileno que puede estar sustituido o un enlace; R2L,
R22, RBl, RB2, RCl y RC2 denotan, cada uno independientemente,

un grupo alquilo Cs-10 que puede estar sustituido.

Lista de citas
Literatura de patentes

[0008]



Literatura de patente 1: Publicacién Internacional No. WO
2003/102150
Literatura de patente 2: Publicacién Internacional No. WO

2016/021683

Resumen de la Invencidn
Problema técnico
[0009]

Se espera que los lipidos catidénicos que permiten la
introduccién de acidos nucleicos en las células con alta
eficiencia contribuyan a la creacidén de farmacos de acidos
nucleicos gue son superiores en términos de manifestacidén de
la accién del farmaco, seguridad (baja toxicidad), etc., vy
exhiben un efecto terapéuticamente superior. Se espera que
los lipidos catidénicos que permiten la introduccidén de &cidos
nucleicos en varias células permitan la creacidén de farmacos
de &cido nucleico para enfermedades que ocurren en varios
tejidos. Actualmente, sin embargo, no se ha encontrado
ningin lipido catidénico que satisfaga suficientemente esos
requisitos.

[0010]

Un objeto de la presente invencidn es proporcionar una

técnica que permita la introduccidén de &cidos nucleicos en

células con eficiencia superior; y lipidos catidénicos, etc.,



para su uso en la técnica. Un objeto de la presente
invencién desde otro punto de vista es proporcionar una
técnica que permita la introduccidén de &cidos nucleicos en

varias células; y compuestos, etc., para su uso en la técnica.

Solucidén al problema
[0011]

Los presentes inventores han examinado de manera
diligente para resolver el problema, y han encontrado que el
problema se resuelve con éxito utilizando un compuesto
representado por la férmula a continuacidén o una de sus sales,
completando asi la presente invenciédn.

[0012]

Especificamente, la presente invencidén hace referencia
al menos a lo siguiente:

[1] Un compuesto representado por la férmula (I):

[Foérmula 3]
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en donde

n representa un entero de 2 a 5,



R representa un grupo alquilo Ci-s lineal, un grupo
alquenilo Cy-11 lineal o un grupo alcadienilo Ci1 lineal, y

las lineas onduladas representan cada una
independientemente un enlace cis o un enlace trans,
o0 una de sus sales.

[2] 3-((4-(Dimetilamino)butanoil)oxi)-2,2-bis (((92)-
tetradec-9-enoiloxi)metil)propil (9Z)-tetradec-9-enoato o una
de sus sales.

[3] 3-((5-(Dimetilamino)pentanoil)oxi)-2,2-bis(((9Z2) -
tetradec-9-enoiloxi) metil) propil (9Z) -tetradec-9-enocato o
una de sus sales.

[4] 3-((6-(Dimetilamino)hexanoil)oxi)-2,2-bis(((92) -
tetradec-9-enoiloxi) metil) propil (9Z) -tetradec-9-enocato o
una de sus sales.

[5] Una particula lipidica que contiene el compuesto o
una de sus sales, de acuerdo con el punto 1.

[6] Una composicidén para la introduccidn de acido
nucleico que contiene un acido nucleico y la particula
lipidica, de acuerdo con el punto 5.

[7] La composicién de acuerdo con el punto 6, en donde
el acido nucleico es un ARN.

[7a] La composicidén de acuerdo con el punto 6, en

donde el &cido nucleico es un ADN.



[8] La composicién de acuerdo con el punto 7, en donde

el ARN es un ARNm o un ARNip.

[0013]

En el presente documento, "el compuesto representado
por la férmula (I)" se denomina ocasionalmente "compuesto
(I)". "El compuesto representado por la férmula (I) o una de

sus sales" se denomina ocasionalmente "el compuesto de la
presente invencidén". Una "particula lipidica que contiene el
compuesto representado por la férmula (I) o una de sus sales
(el compuesto de la presente invencidn)" se denomina
ocasionalmente "la particula lipidica de la presente
invencién". Una "composicidén para la introduccidédn de acido
nucleico que contiene un acido nucleico y la particula
lipidica de la presente invencidén" se denomina ocasionalmente

"la composicidén de la presente invencidn”.

Efectos ventajosos de la Invencidn
[0014]

La presente invencidén permite la introduccidédn de
adcidos nucleicos en células, tejidos u érganos con una
eficiencia superior. La presente invencidén permite la
introduccidén de &cidos nucleicos en diversos tipos de células,
tejidos u 6rganos (por ejemplo, células cancerosas). La

presente invencién permite la adquisicidén de farmacos o



reactivos para la investigacién a fin de introducir un éacido
nucleico en diversos tipos de células, tejidos u dérganos.
Ademés, si se introduce un acido nucleico en las células, un
tejido o un érgano a través de la presente invencidn, la
eficacia de la manifestacidén de la actividad (por ejemplo,

accién del farmaco) que posee el &cido nucleico es alta.

[0015]
(Descripcidédn detallada de la invencidn)
[0016]

Ahora bien, las definiciones de sustituyentes
utilizadas en el presente documento se describiradn en detalle.
Los sustituyentes tienen las siguientes definiciones, a menos
que se especifique lo contrario.

[0017]

Los ejemplos del "grupo algquilo Ci-s lineal" en el
presente documento incluyen metilo, etilo, propilo, butilo y
pentilo.

[0018]

Los ejemplos del "grupo alquenilo C7-11 lineal" en el
presente documento incluyen l-heptenilo, 2-heptenilo, 3-
heptenilo, 4-heptenilo, 5-heptenilo, 6-heptenilo, l-octenilo,
2-octenilo, 3-octenilo, 4-octenilo, 5-octenilo, 6-octenilo,

7-octenilo, l-nonenilo, 2-nonenilo, 3-nonenilo, 4-nonenilo,
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5-nonenilo, 6-nonenilo, 7-nonenilo, 8-nonenilo, l-decenilo ,
2-decenilo, 3-decenilo, 4-decenilo, 5-decenilo, 6-decenilo,
7-decenilo, 8 decenilo, 9-decenilo, l-undecenilo, 2-
undecenilo, 3-undecenilo, 4-undecenilo, 5 -undecenilo, 6-
undecenilo, 7-undecenilo, 8-undecenilo, 9-undecenilo y 10-
undecenilo. Si bien cada uno de estos grupos alquenilo Cr-11
lineales tiene un doble enlace carbono-carbono y, por 1lo
tanto, el doble enlace carbono-carbono puede formar una
estructura cis y una transestructura, el doble enlace
carbono-carbono puede formar cualquiera de las estructuras.
[0019]

Los ejemplos del "grupo alcadienilo Ci1 lineal" en el
presente documento incluyen 1, 3-undecadienilo, 1,4-
undecadienilo, 1,5-undecadienilo, 1,6-undecadienilo, 1,7-
undecadienilo, 1,8-undecadienilo, 1,9 -undecadienilo, 1,10-
undecadienilo, 2,4-undecadienilo, 2,5-undecadienilo, 2, 6-
undecadienilo, 2, 7-undecadienilo, 2,8-undecadienilo, 2,9-
undecadienilo, 2,10-undecadienilo , 3,5-undecadienilo, 3,6-
undecadienilo, 3, 7-undecadienilo, 3,8-undecadienilo, 3,9-
undecadienilo, 3,10-undecadienilo, 4, 6-undecadienilo, 4,7-
undecadienilo, 4 , 8-undecadienilo, 4, 9-undecadienilo, 4,10-
undecadienilo, 5, 7-undecadienilo, 5,8-undecadienilo, 5, 9-
undecadienilo, 5,10-undecadienilo, 6,8-undecadienilo, 6, 9-

undecadienilo, 6,10-undecadienilo, 7,9-undecadienilo, 7,10-
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undecadienilo y 8,10-undecadienilo. Si bien cada uno de
estos grupos alcadienilo Ci; lineales tiene dos enlaces dobles
carbono-carbono, y por lo tanto, los enlaces dobles carbono-
carbono pueden formar independientemente una estructura cis y
una estructura trans, cada enlace doble carbono-carbono puede
formar cualquiera de las estructuras.

[0020]

Los ejemplos preferidos de n y las lineas onduladas en
la férmula (I) son los siguientes.

n es preferiblemente un numero entero de 3 a 5, y més
preferiblemente 3.

Cada una de las lineas de onda son preferiblemente un
enlace cis.

[0021]

Los ejemplos preferidos especificos del compuesto (I)
son los siguientes.

Compuesto (A): un compuesto tal gque n es un numero
entero de 3 a 5, R es un grupo alquenilo Cy-11 lineal en una
estructura cis, y cada una de las lineas onduladas es un
enlace cis.

Compuesto (B): un compuesto tal que n es 4, R es un
grupo alcadienilo Cii1 lineal en el que cada uno de los dos
enlaces dobles carbono-carbono forma una estructura cis, y

cada una de las lineas onduladas es un enlace cis.
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Compuesto (C): un compuesto tal que n es 2 o 3, R es
un grupo alquilo lineal Cl1-5, y cada una de las lineas
onduladas es un enlace cis.

[0022]

Los ejemplos especificos méas preferidos del compuesto
(I) son los siguientes.

Compuesto (Al): un compuesto tal gue n es un numero
entero de 3 a 5, R es 5-heptenilo, 7-nonenilo o 9-undecenilo
en la estructura cis, y cada una de las lineas onduladas es
un enlace cis.

Compuesto (Bl): un compuesto tal que n es 4, R es 2,5-
undecadienilo en el que cada uno de los dos enlaces dobles
carbono-carbono forma una estructura cis, y cada una de las
lineas onduladas es un enlace cis.

Compuesto (Cl): un compuesto tal que n es 2 o 3, R es
metilo, propilo o pentilo, y cada una de las lineas onduladas
es un enlace cis.

[0023]

La sal del compuesto (I) es, preferiblemente, una sal
farmacoldégicamente aceptable, y sus ejemplos incluyen sales
con una base inorgédnica, sales con una base organica, sales
con un &acido inorgédnico, sales con un acido organico y sales
con un amino basico o &cido.

[0024]



Los ejemplos preferidos de sales con una base
inorganica incluyen sales de metales alcalinos como sales de
sodio y sales de potasio; sales de metales alcalinotérreos
como las sales de calcio y las sales de magnesio; sales de
aluminio; y sales de amonio. Se prefieren las sales de sodio,
las sales de potasio, las sales de calcio y las sales de
magnesio, y las mas preferidas son las sales de sodio y las
sales de potasio.

[0025]

Los ejemplos preferidos de sales con una base organica
incluyen sales con trimetilamina, trietilamina, piridina,
picolina, etanolamina, dietanolamina, trietanolamina,
trometanola [tris (hidroximetil)metilamina], terc-butilamina,
ciclohexilamina, bencilamina, diciclohexilamina y N,N-
dibenciletilendiamina.

[0026]

Los ejemplos preferidos de sales con un acido
inorganico incluyen sales con acido fluorhidrico, é&cido
clorhidrico, &4cido bromhidrico, &cido yodhidrico, é&cido
nitrico, éacido sulflrico y acido fosférico. Se prefieren
sales con &acido clorhidrico y sales con &cido fosférico.
[0027]

Los ejemplos preferidos de sales con un acido organico

incluyen sales con &acido férmico, &cido acético, é&cido



trifluoroacético, &cido ftédlico, &cido fumérico, &acido
oxalico, &cido tartérico, &cido maleico, acido citrico, é&cido
succinico, &cido mélico, &acido metanosulfdénico, &acido
bencenosulfénico, y &cido p-toluenosulfdnico.

[0028]

Los ejemplos preferidos de sales con un aminoacido
badsico incluyen sales con arginina, lisina y ornitina.
[0029]

Los ejemplos preferidos de sales con un aminoacido
dcido incluyen sales con acido aspartico y acido glutémico.
[0030]

En la presente invencidén, el compuesto de la presente
invencién puede utilizarse como un lipido catidénico. E1
lipido catidénico puede formar un complejo con una pluralidad
de moléculas en un solvente o medio de dispersidén. EI
complejo puede contener un componente adicional ademas del
compuesto de la presente invencién. Los ejemplos del
componente adicional incluyen un componente lipidico
adicional y un acido nucleico.

[0031]

Los ejemplos del componente lipidico adicional

incluyen lipidos estructurales capaces de constituir una

particula lipidica. Para dicho lipido estructural, por
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ejemplo, se puede utilizar al menos uno seleccionado del
grupo que consiste en lo siguiente:

esteroles (por ejemplo, colesterol, colesteril éster,
colesteril hemisuccinato);

fosfolipidos (por ejemplo, fosfatidilcolina (por ejemplo,
dipalmitoilfosfatidilcolina, distearoilfosfatidilcolina,
lisofosfatidilcolina, dioleoilfosfatidilcolina,
palmitoiloleoilfosfatidilcolina, dilinolenoilfosfatidilcolina,
MC-1010 (NOF CORPORATION), MC-2020 (NOF CORPORATION), MC-4040
(NOF CORPORATION) ), fosfatidilserina (por ejemplo,
dipalmitoilfosfatidilserina , diestearoilfosfatidilserina,
dioleilfosfatidil serina, palmitoiloleocilfosfatidilserina),
fosfatidiletanolamina (por ejemplo,
dipalmitoilfosfatidiletanolamina,
diestearoilfosfatidiletanolamina,
dioleoilfosfatidiletanolamina,
palmitoiloleoilfosfatidiletanolamina,
lisofosfatidiletanolamina), fosfatidilinositol, &cido
fosfatidico); y

lipidos de polietilenglicol (lipidos PEG) (por ejemplo, PEG-
DAA, PEG-DAG, PEG-fosfolipido conjugado, PEG-Cer, PEG-
colesterol, PEG-C-DOMG, 2KPEG-CMG, GM-020 (NOF CORPORATION),
GS -020 (NOF CORPORATION), GS-050 (NOF CORPORATION)). En la

presente invencién, se prefiere utilizar los tres, a saber,
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un esterol (en particular, colesterol), un fosfolipido (en
particular, fosfatidilcolina) y un lipido de polietilenglicol,
como el lipido estructural.

[0032]

La relacidén entre el compuesto de la presente
invencién y el lipido estructural en el componente lipidico
mixto que constituye la particula lipidica de la presente
invencién puede controlarse apropiadamente de acuerdo con el
propdésito o uso. Por ejemplo, la proporcidén del lipido
estructural es tipicamente de 0,008 a 4 moles y
preferiblemente de 0,4 a 1,5 moles por mol del compuesto de
la presente invencién. En otra definicidén de relaciones en
el componente lipidico mixto, la cantidad del compuesto de la
presente invencidén es normalmente de 1 a 4 moles, la del
esterol es normalmente de 0 a 3 moles, la del fosfolipido es
normalmente de 0 a 2 moles, y la del lipido de
polietilenglicol es normalmente de 0 a 1 mol. En una
realizacidén més preferida con el uso de una mezcla del
compuesto de la presente invencidén y componentes lipidicos
adicionales, con respecto a las proporciones, la cantidad del
compuesto de la presente invencidén es de 1 a 1,5 moles, la
del esterol es de 0 a 1,25 mol, la del fosfolipido es de 0 a
0,5 mol, y la del lipido de polietilenglicol es de 0 a 0,125

mol.



[0033]

El compuesto de la presente invencidén puede utilizarse
para producir la particula lipidica de la presente invencidn.
La particula lipidica de la presente invencidén se refiere al
complejo descrito anteriormente pero que no contiene acido
nucleico. La forma de la particula lipidica de la presente
invencién no se limita a una forma particular, y el alcance
incluye un complejo en el que el compuesto de la presente
invencidén y, asi sucesivamente, se ensamblan para formar una
esfera; un complejo en el que el compuesto de la presente
invencién y, asi sucesivamente, se ensambla sin formar una
forma particular; un complejo en el que el compuesto de la
presente invencidén y, asi sucesivamente, se disuelven en un
solvente; y un complejo en el que el compuesto de la presente
invencidén y, asi sucesivamente, se dispersan homogénea o
heterogéneamente en un medio de dispersidn.

[0034]

La particula lipidica de la presente invencién (por
ejemplo, una particula lipidica compuesta por el compuesto de
la presente invencién y lipidos estructurales distintos del
compuesto) se puede utilizar, por ejemplo, para producir la
composicidén de la presente invencidédn que contiene la
particula lipidica y un &cido nucleico (particularmente, un

acido nucleico como sustancia Util para aplicaciones



farmacéuticas o aplicaciones para investigacién). La
composicién de la presente invencidén puede usarse como un
farmaco o un reactivo. Se prefiere para la composicidén de la
presente invencidén que la particula lipidica encapsule un
adcido nucleico en una proporcién lo més alta posible (es
decir, en una proporcién de encapsulacidédn alta).

[0035]

El "&dcido nucleico" puede ser cualquier molécula en la
que se polimerizan moléculas de nuclebdtido o moléculas que
tienen funciones equivalentes a las del nucledétido, y
ejemplos de las mismas incluyen ARN, gque es un polimero de
ribonucledétido; ADN, que es un polimero de
desoxirribonucledétido; un polimero de una mezcla de
ribonucledétidos y desoxirribonucledétidos; y un polimero de
nucledétidos que incluye un andlogo de nucledtido. Ademés, el
dcido nucleico puede ser un polimero nucledtido que incluye
un derivado de &cido nucleico. E1 acido nucleico puede ser
un &cido nucleico monocatenario o un acido nucleico
bicatenario. E1 concepto del acido nucleico bicatenario
abarca un acido nucleico bicatenario de manera gque una cadena
hibrida con la otra cadena en condiciones rigurosas.

[0036]
El andlogo de nuclebdétido puede ser cualquier molécula

obtenida modificando ribonucledétidos, desoxirribonucledétidos,



ARN o ADN para mejorar la resistencia a nucleasas,
estabilizar, mejorar la afinidad con un acido nucleico de
cadena complementaria o mejorar la permeabilidad celular en
comparacién con ARN o ADN, o para visualizacidén. E1 andlogo
de nucledétido puede ser una molécula natural o una molécula
no natural, y sus ejemplos incluyen un andlogo de nucledtido
modificado con azucar y un andlogo de nuclebdétido modificado
con enlace fosfodiéster.

[0037]

El andlogo de nucledtido modificado con azlcar puede
ser cualquiera obtenido por adicidén o sustitucidédn con una
sustancia que tiene una estructura gquimica arbitraria para
una parte o la totalidad de la estructura quimica del azucar
de un nucledétido. Ejemplos especificos de los mismos
incluyen un anadlogo de nucledétido sustituido con 2'-0-
metilribosa, un andlogo de nucledtido sustituido con 2'-0-
propilribosa, un andlogo de nucledétido sustituido con 2'-
metoxietoxiribosa, un andlogo de nucledétido sustituido con
2'-O-metoxietilribosa, un andlogo de nucledétido sustituido
con 2'-0-[2-(guanidinio)etil]ribosa, un anadlogo de nucledtido
sustituido con 2'-O-fluororibosa, un &acido nucleico
artificial reticulado provisto de dos estructuras ciclicas
mediante la introduccidén de una estructura reticulada en la

fraccidén de aztcar (4cido nucleico puenteado) (BNA, por sus
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siglas en inglés), més especificamente, un acido nucleico
artificial blogqueado en el gque el atomo de oxigeno en la
posicidén 2’ y el atomo de carbono en la posicidn 4' se
reticulan a través de metileno (dcido nucleico bloqueado)
(LNA, por sus siglas en inglés) y un etileno acido nucleico
artificial reticulado (&cido nucleico con puente de etileno)
(ENA, por sus siglas en inglés) [Nucleic Acid Research, 32,
el75 (2004)], ademas, un péptido &cido nucleico (PNA, por sus
siglas en inglés) [Acc. Chem Res., 32, 624 (1999)], an
oxypeptide nucleic acid (OPNA) [J. Am. Chem. Soc., 123, 4653
(2001) 1, and a peptide ribonucleic acid (PRNA) [J. Am. Chem.
Soc., 122, 6900 (2000)7.

[0038]

El andlogo de nucledétido modificado con enlace
fosfodiéster puede ser cualquiera obtenido por adicidén o
sustitucidn con una sustancia quimica arbitraria para una
parte o la totalidad de la estructura quimica del enlace
fosfodiéster de un nucledtido. Ejemplos especificos de los
mismos incluyen un andlogo de nucledétido sustituido con un
enlace de fosforotiocato, y un andlogo de nucledtido
sustituido con un enlace de fosforamidato N3'-P5'[Saibo
Kogaku (en japonés, titulo traducido: Ingenieria celular), 16,
1463-1473 (1997)] [RNAi and Antisense Strategies, KODANSHA

LTD. (2005)1].



[0039]

El derivado de 4cido nucleico puede ser cualquier
molécula obtenida agregando a un acido nucleico otra
sustancia quimica para mejorar la resistencia a la nucleasa,
estabilizar, mejorar la afinidad con un &acido nucleico de
cadena complementaria o mejorar la permeabilidad celular en
comparacién con el acido nucleico, o para visualizacidn.
Ejemplos especificos de los mismos incluyen un derivado con
5'-poliamina agregada, un derivado con colesterol agregado,
un derivado con esteroide agregado, un derivado con acido
biliar agregado, un derivado con vitamina agregada, un
derivado con Cy5 agregado, un derivado con Cy3 agregado, un
derivado con 6-FAM agregado y un derivado con biotina
agregada.

[0040]

El &cido nucleico en la presente invencidén no se
limita a un &cido nucleico particular, y puede ser un acido
nucleico, por ejemplo, con el fin de mejorar una enfermedad,
un sintoma o un trastorno, y mitigar una enfermedad, un
sintoma , un trastorno o afeccidén patoldgica o la prevenciodn
de su aparicidén (en el presente documento, en ocasiones
denominado "tratamiento o similares de una enfermedad"), o un

dcido nucleico para regular la expresidén de una proteina
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deseada que es Util para la investigacidén, aunque la proteina
no contribuya al tratamiento o similares de una enfermedad.
[0041]

Los genes o polinucledétidos relacionados con
enfermedades (denominados ocasionalmente en el presente
documento como “genes relacionados con enfermedades) se
encuentran disponibles, por ejemplo, del McKusick-Nathans
Institute of Genetic Medicine, Universidad Johns Hopkins
(Baltimore, Md.) and National Center for Biotechnology
Information, National Library of Medicine (Bethesda, Md.)
[0042]

Los ejemplos especificos del &acido nucleico en la
presente invencidén incluyen ARNNip, ARNhc, miARN, imitadores
de miARN, &cidos nucleicos antisentido, ribozimas, ARNm,
dcidos nucleicos sefiuelo, aptameros, ADN plasmidicos, ADN
cbsmidos y ADN BAC. El1 acido nucleico es preferiblemente un
ARN tal como un ARNip y un ARNm o un analogo o derivado
obtenido modificando artificialmente un ARN.

[0043]

En la presente invencidén, el "ARNip" se refiere a un
ARN bicatenario o un pariente del mismo que consta de 10 a 30
nucledbdétidos, preferiblemente de 15 a 25 nucledtidos, y que
incluya secuencias complementarias. E1 ARNip incluye

nuclebdétidos sobresalientes preferiblemente de uno a tres
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nucledétidos, més preferiblemente de dos nucledtidos, en el
extremo 3'. La porcidén de secuencias complementarias puede
ser totalmente complementaria o incluir nucledétidos no
complementarios, pero preferiblemente son completamente
complementarios.
[0044]

El ARNip en la presente invencién no se limita a un
ARNip particular y, por ejemplo, se puede utilizar un ARNip
para la reduccidédn de la expresidédn génica frente a un gen
relacionado con enfermedades. Un gen relacionado con
enfermedades se refiere a cualquier gen o polinucléotido que
genera un producto de transcripcién o traduccidn en un nivel
anormal o de forma anormal en células derivadas del tejido de
un paciente, en comparacidén con los tejidos o células de un
control sin enfermedades. Para el ARNip de la presente
invencién, se puede utilizar un ARNip para regular la
expresién de una proteina Util para la investigacién.
[0045]

En la presente invencidén, el término “ARNm” se refiere
a un ARN que incluye una secuencia de nucledétidos que se
puede traducir en una proteina. E1 ARNm en la presente
invencidén no se limita a un ARNm particular, y puede ser
cualquier ARNm capaz de expresar una proteina deseada en las

células. E1 ARNm es preferiblemente un ARNm Gtil para
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aplicaciones farmacéuticas (por ejemplo, aplicaciones de
tratamiento de enfermedades) o aplicaciones para
investigacidén, y los ejemplos de tales ARNm incluyen un ARNm
para expresar una proteina marcadora como la luciferasa en
las células.
[0046]

La enfermedad no se limita a una enfermedad particular,
y los ejemplos de la enfermedad incluyen las enfermedades
listadas a continuacidén. Los contenidos en cada “()” son
ejemplos del gen relacionado a enfermedades correspondiente,
excepto en el caso de gque se enumeren ejemplos especificos de
enfermedades. Otro ejemplo del &cido nucleico en la presente
invencién es un acido nucleico que regula el nivel de
expresién de cualgquiera de aquellos genes relacionados con
enfermedades (o una proteina codificada por el gen
relacionado con enfermedades.
(1) Enfermedades del sistema sanguineo [anemia (CDAN1l, CDA1l,
RPS19, DBA, PKLR, PK1l, NT5C3, UMPH1l, PSN1l, RHAG, RH50A,
NRAMP2, SPTB, ALAS2, ANH1, ASB, ABCB7, ABC7, ASAT), sindrome
del linfocito desnudo (TAPBP, TPSN, TAP2, ABCB3, PSF2,
RING11, MHC2TA, C2TA, RFX5), enfermedades hemorragicas
(TBXA2R, P2RX1, P2X1l), deficiencias de factor H y factor 1
tipo H (HF1l, CFH, HUS), deficiencias del factor V y factor

VIII (MCFD2), deficiencia de factor VII (F7), deficiencia de
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factor X (F10), deficiencia de factor XI (Fll), deficiencia

de factor XII (F12, HAF), deficiencia de factor XIIIA (F13Al1,
F13A), deficiencia de factor XIIIB (F13B), anemia de Fanconi
(FANCA, FACA, FAl, FA, FAA, FAAPS5, FAAPS0, FLJ34064, FANCE,
FANCC, FACC, BRCA2, FANCD1l, FANCD2, FANCD, FACD, FAD, FACE,
FACE, FANCF, XRCC9, FANCG, BRIP1, BACH1l, FANCJ, PHF9, FANCL,
FANCM, KIAA1596), linfohistiocitosis hemofagocitica (PRF1,
HPLH2, UNC13D, MUNC13-4, HPLH3, HLH3, FHL3), hemofilia A, (F8,
F8C, HEMA), hemofilia B (F9, HEMB), trastornos hemorragicos
(PI, ATT, F5), deficiencia de leucocitos (ITGB2, CD18, LCAMB,
LAD, EIF2B1, EIF2BA, EIF2B2, EIF2B3, EIF2B5, LVWM, CACH, CLE,
EIF2B4), anemia de células falciformes (HBB), talasemia (HBA2,
HBB, HBD, LCRB, HBAl), y asi sucesivamente];

(2) enfermedades inflamatorias/inmunoldgicas [SIDA (KIR3DLI1,
NKAT3, NKB1, AMB11, KIR3DS1l, IFNG, CXCL1l2, SDFl), sindrome
linfoproliferativo autoinmune (TNFRSF6, APT1, FAS, CD95,
ALPS1A), inmunodeficiencia combinada (IL2RG, SCIDX1, SCIDX,
IMD4), infeccidén por VIH (CCL5, SCYA5, D17S135E, TCP228, IL1OQ,
CSIF, CMKBR2, CCR2, DMKBR5, CCCKR5, CCR5), inmunodeficiencia
(CD3E, CD3G, AICDA, AID, HIGM2, TNFRSF5, CD40, UNG, DGU,
HIGM4, TNFSF5, CD40LG, HIGM1, IGM, FOXP3, IPEX, AIID, XPID,
PIDX, TNFRSF14B, TACI), inflamacién (IL10, IL-1, IL-13, IL-17,
IL-23, CTLA4), inmunodeficiencia combinada grave (JAK3, JAKL,

DCLRE1C, ATREMIS, SCIDA, RAGl, RAGZ2, ADA, PTPRC, CD45, LCA,
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IL7R, CD3D, T3D, IL2RG, SCIDX1, SCIDX, IMD4), artritis
reumatoide, psoriasis, enfermedades inflamatorias
intestinales (por ejemplo, Enfermedad de Crohn, colitis
ulcerosa), sindrome de Sjogren, enfermedad de Behcet,
esclerosis multiple, lupus eritematoso sistémico, nefritis
lUipica, lupus eritematoso discoide, enfermedad de Castleman,
espondilitis anquilosante, polimiositis, dermatomiositis,
poliarteritis nodosa, enfermedad mixta del tejido conectivo,
dermatosclerosis, lupus profundo, tiroiditis crénica,
enfermedad de Graves, gastritis autoinmune, diabetes mellitus
tipo I y tipo II, anemia hemolitica autoinmune, neutropenia
autoinmune, trombocitopenia, dermatitis atépica, hepatitis
crbénica activa, miastenia gravis, enfermedad de injerto
contra huésped, enfermedad de Addison, respuesta inmune
anormal, artritis, dermatitis, radiodermatitis, cirrosis
biliar primaria, etc.];

(3) enfermedades metabdélicas/hepadticas/renales [neuropatia
amiloidea (TTR, PALB), amiloidosis (APOAl, APP, AAA, CVAP,
ADl1, GSN, FGA, LYZ, TTR, PALB), esteatohepatitis no
alcohdélica y fibrosis hepatica (COL1Al ), cirrosis (KRT18,
KRT8, CIRH1A, NAIC, TEX292, KIAA1988), fibrosis quistica
(CFTR, ABCC7, CF, MRP7), enfermedad de almacenamiento de
glucdgeno (SLC2A2, GLUT2, Go6PC, G6PT, G6PT1, GAA, LAMP2,

LAMPB, AGL , GDE, GBEl, GYS2, PYGL, PFKM), adenoma
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hepatocelular (TCF1l, HFN1A, MODY3), insuficiencia hepatica
(SCOD1, SCO0l1), deficiencia de lipasa hepética (LIPC),
hepatoblastoma (CTNNB1l, PDFGRL, PDGRL, PRLTS, AXIN1, PDF ,
TP53, P53, LFS1, IGF2R, MPRI, MET, CASP8, MCH5), enfermedad
renal quistica medular (UMOD, HNFJ, FJHN, MCKD2, ADMCKD2),
fenilcetonuria (PAH, PKU1l, QDPR, DHPR, PTS), enfermedades de
rifién multiquistico y de higado (FCYT, PKHD1, APRKD, PDK1,
PDK2, PDK4, PDKTS, PRKCSH, G19P1, PCLD, SEC63), etc.];

(4) enfermedades del sistema nervioso [ALS (SOD1l, ALS2, STEX,
FUS, TARDBP, VEGF), enfermedad de Alzheimer (APP, AAA, CVAP,
ADl1, APOE, AD2, PSEN2, AD4, STM2, APBB2, FE65L1, NOS3, PLAU ,
URK, ACE, DCP1, ACEl, MPO, PACIPl, PAXIP1L, PTIP, A2M, BLMH,
BMH, PSEN1, AD3), autismo (BZRAP1l, MDGA2, GLOl, MECP2, RTT,
PPMX, MRX16, MRX79, NLGN3, NLGN4, NLGN4, NLGN4 KIAA1l260,
AUTSX2), sindrome X fragil (FMR2, FXR1, FXR2, mGLURS),
enfermedad de Huntington (HD, IT15, PRNP, PRIP, JPH3, JP3,
HDL2, TBP, SCAl7), enfermedad de Parkinson (NR4A2, NURR1l, NOT,
TINUR , SNCAIP, TBP, SCAl17, SNCA, NACP, PARK1l, PARK4, DJI1,
DBH, NDUFV2), sindrome de Rett (MECP2, RTT, PPMX, MRX16,
MRX79, CDKL5, STK9), esquizofrenia (GSK3, 5-HTT, COMT, DRD,
SLC6A3, DAOA, DTNBPl), trastorno relacionado con secretasa
(APH-1), etc.];

(5) enfermedades oculares [degeneracidn macular relacionada

con la edad (Abcr, Ccl2, cp, Timp3, catepsina D, Vldlr, Ccr2),
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cataratas (CRYAA, CRYAl, CRYBB2, CRYB2, PITX3, BFSP2, CP49,
Cp47, PAX6, AN2, MGDA, CRYBAl, CRYB1l, CRYGC, CRYG3, CCL, LIMZ2,
MP19, CRYGD, CRYG4, BSFP2, CP49, CP47, HSF4, CTM, MIP, AQPO,
CRYAB, CRYA2, CTPP2, CRYBB1l, CRYGD, CRYG4, CRYG4, CRYG4 CX50,
CAEl, GJA3, CX46, CzP3, CAE3, CCM1l, CAM, KRIT1l), opacidad
corneal (APOAl, TGFB1, CSD2, CDGGl, CSD, BIGH3, CDG2, TASTDZ2,
TROP2, M1S1l, VSX1, RINX, PPCD, PP, RINX KTCN, COL8A2, FECD,
PPCD2, PIP5K3, CFD), cbérnea plana congénita hereditaria
(KERA, CNA2), glaucoma (MYOC, TIGR, GLC1lA, JOAG, GPOA, OPTN,
GLClE, FIP2, HYPL, NRP, CYPI1B1, GLC3Al, GLC3 , NTG, NPG,
CYP1B1, GLC3A), amaurosis congénita de Leber (CRB1, RP12, CRX,
CORD2, CRD, RPGRIP1l, LCA6, CORDY9, RPE65, RP20, AIPL1, LCA4,
GUCY2D, GUC2D, LCAl, CORD6, RDH12) , distrofia macular
(ELOVL4, ADMD, STGD2, STGD3, RDS, RP7, PRPH2, PRPH, AVMD,
AOFMD, VMDZ2), etc.]; vy

(6) enfermedades neoplédsicas [tumor maligno, glaucoma
neovascular, hemangioma infantil, mieloma maltiple, sarcoma
crénico, melanoma metastdsico, sarcoma de Kaposi,
angioproliferacidén, caquexia, metédstasis o similares de
cancer de mama, cancer (por ejemplo, céancer colorrectal (por
ejemplo, céancer colorrectal familiar, céncer colorrectal
hereditario sin poliposis, tumor del estroma
gastrointestinal), céancer de pulmdédn (por ejemplo, cancer de

pulmédn de células no pequefias, cancer de pulmbén de células



pequefias, mesotelioma maligno), mesotelioma, cancer de
pancreas (por ejemplo, carcinoma ductal pancredtico), céancer
gadstrico (por ejemplo, adenocarcinoma papilar, adenocarcinoma
mucinoso, carcinoma de células adenoscamosas), cancer de mama
(por ejemplo, carcinoma ductal de mama invasivo, carcinoma
ductal de mama no invasivo, carcinoma de mama inflamatorio),
cancer de ovario (por ejemplo, cancer epitelial de ovario,
tumor de células germinales extragonadales, tumor de células
germinales de ovario, tumor de ovario de bajo grado), cancer
de préstata (por ejemplo, céncer de prdstata dependiente de
hormonas, céancer de préstata independiente de hormonas),
cancer de higado (por ejemplo, céncer primario de higado,
cancer de conducto biliar extra hepatico), céancer de tiroides
(por ejemplo, céancer medular de tiroides), cancer de rifién
(por ejemplo, carcinoma de células renales, carcinoma de
células transicionales de pelvis renal y uréter), cancer
uterino, tumor cerebral (por ejemplo, astrocitoma pineal,
astrocitoma pilocitico, astrocitoma difuso, astrocitoma
anapléasico), melanoma, sarcoma, cancer de vejiga, cancer
hematoldégico o similares, incluyendo mieloma multiple,
adenoma hipofisario, glioma, neurinoma acuUstico, sarcoma de
retina, cancer de faringe, céancer de laringe, cancer de
lengua, timoma, carcinoma esofdgico, céancer duodenal, céancer

de colon, céancer rectal, carcinoma hepatocelular, tumor



endocrino pancreédtico, cancer de conducto biliar, céncer de
vesicula biliar, céancer de pene, céancer ureteral, tumor
testicular, carcinoma vulvar, céancer de cuello uterino,
carcinoma del cuerpo uterino, sarcoma uterino, enfermedad
trofoblastica, céancer vaginal, céancer de piel, micosis
fungoide, basalioma, sarcoma de partes blandas, linfoma
maligno, enfermedad de Hodgkin, sindrome mielodispléasico,
leucemia de células T en adultos, enfermedad
mieloproliferativa crdénica, tumor endocrino pancreéatico,
histiocitoma fibroso, leiomiosarcoma, rabdomiosarcoma,
carcinoma de sitio primario desconocido), leucemia (por
ejemplo, leucemia aguda (por ejemplo, leucemia linfocitica
aguda, leucemia mieloide aguda), leucemia crénica (por
ejemplo, leucemia linfocitica crénica, leucemia mieloide
crbénica (sindrome mielodisplédsico), sarcoma uterino (por
ejemplo, tumor mixto mesodérmico uterino, leiomiosarcoma
uterino, tumor del estroma endometrial), mielofibrosis, etc.]
[0047]

La composicién de la presente invencidén como farmaco
puede producirse utilizando un método conocido en el arte de
la formulacidén de farmacos con un portador farmacéuticamente
aceptable. Los ejemplos de la forma farmacéutica del farmaco
incluyen formulaciones para administracidén parenteral (por

ejemplo, un liquido, como una inyeccidén) mezclado con un



auxiliar convencional tal como un agente tamponador o un
estabilizador; y formulaciones para administracién tépica,
como una pomada, una crema, un liquido y un yeso, mezclados
con un portador farmacéutico convencional.

[0048]

La composicién de la presente invencidén puede
utilizarse para la introduccidén de un ingrediente activo en
diversos tipos de células, tejidos u 6rganos. Los ejemplos
de células a las que se puede aplicar la composicidédn de la
presente invencidédn incluyen células madre mesenquimales,
células madre neurales, células madre de la piel,
esplenocitos, células nerviosas, células gliales, células B
pancreaticas, células de médula oésea, células mesangiales,
células de Langerhans, células epidérmicas, células
epiteliales, células endoteliales, fibroblastos, células de
fibra, células musculares (por ejemplo, células del musculo
esquelético, células del musculo cardiaco, mioblastos,
células satélite musculares, células del muasculo liso),
células adiposas, células sanguineas (por ejemplo, macrbéfagos,
células T, Células B, células asesinas naturales, mastocitos,
leucocitos, neutré6filos, basédfilos, eosindéfilos, monocitos,
megacariocitos, células madre hematopoyéticas), sinoviocitos,
condrocitos, osteocitos, osteoblastos, osteoclastos, células

mamarias, hepatocitos o células del estroma, évulos,
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espermatozoides, o células precursoras capaces de inducir la
diferenciacidén en estas células, células madre (por ejemplo,
incluyendo células madre pluripotentes inducidas (células
iPS), células madre embrionarias (células ES)), células
germinales primordiales, ovocitos y 6vulos fecundados. Los
ejemplos de tejidos u érganos a los gque se puede aplicar la
composicién de la presente invencién incluyen todos los
tejidos u 6rganos en los que estédn presentes las células
anteriores, por ejemplo, cerebro, sitios del cerebro (por
ejemplo, el bulbo olfatorio, las amigdalas, el ganglio basal,
el hipocampo, el talamo, el hipotédlamo, el nlcleo subtalamico,
la corteza cerebral, el bulbo raquideo, el cerebelo, el
16bulo occipital, el 1lébulo frontal, el l1ldébulo temporal, el
putamen, el nucleo caudado, el cuerpo calloso, la sustancia
negra, la médula espinal, la glandula pituitaria, el estdmago,
el pancreas, el rifién, el higado, la gbnada, la tiroides, la
vesicula biliar, la médula oésea, la glandula suprarrenal, la
piel, el pulmbén, el tracto digestivo (por ejemplo, el
intestino grueso, el intestino delgado),el vaso sanguineo, el
corazdn, el timo, el bazo, la glandula submandibular, la
sangre periférica, las células de sangre periférica, la
prbéstata, la placenta, el uGtero, los huesos, las
articulaciones y los musculos (por ejemplo, el masculo

esquelético, el masculo liso y el mUsculo cardiaco). Esas



células, tejidos u 6érganos pueden ser células cancerosas,
tejidos cancerosos o similares que se han vuelto cancerosos.
[0049]

La composicidén de la presente invencidn es
particularmente superior en eficiencia para introducir un
dcido nucleico en células cancerosas.

[0050]

El compuesto, la particula lipidica y la composicidn
de la presente invencidn son estables y tienen baja toxicidad
y pueden utilizarse de manera segura. Al usar la composicidn
de la presente invencién in vivo, o al usar la composicidn
como un farmaco, la composicién se administra adecuadamente a
un sujeto (por ejemplo, un ser humano o un mamifero no humano
(preferiblemente, un ser humano)) de modo que una cantidad
efectiva del &cido nucleico puede ser suministrado a las
células objetivo.

[0051]

Al usar la composicidén de la presente invencidén in
vivo, o al usar la composicidén como farmaco, la composicidn
puede administrarse por via oral o parenteral (por ejemplo,
administracién local, rectal o intravenosa) administrada de
manera segura en forma de una forma farmacéutica tal como
tabletas (incluyendo tabletas recubiertas de azucar, tabletas

recubiertas con pelicula, tabletas sublinguales, tabletas que



se desintegran por via oral), polvos, granulos, capsulas
(incluyendo céapsulas blandas, micro céapsulas), ligquidos,
grageas, Jjarabes, emulsiones, suspensiones, inyecciones (por
ejemplo, inyecciones subcutédneas, inyecciones intravenosas,
inyecciones intramusculares, inyecciones intraperitoneales),
formulaciones tépicas (por ejemplo, formulaciones para
administracién nasal, formulaciones transdérmicas, pomadas),
supositorios (por ejemplo, supositorios rectales,
supositorios vaginales), granulos, formulaciones nasales,
formulaciones pulmonares (inhalaciones), e infusiones. Cada
formulacién puede ser una formulacién de liberacidn
controlada como una formulacién de liberacidén rapida y una
formulacién de liberacidédn sostenida (por ejemplo, una micro
capsula de liberacién sostenida).

[0052]

Ahora, se describird un método para producir el
compuesto de la presente invencidn.
[0053]

Cada una de las materias primas y de los reactivos
utilizados en cada paso del método de produccidn a
continuacidén, y el compuesto resultante puede formar una sal.
Los ejemplos de tales sales son los mismos que las sales
mencionadas anteriormente para el compuesto de la presente

invencidn.



[0054]

Cuando un compuesto obtenido en cada etapa es un
compuesto libre, el compuesto se puede convertir en una sal
prevista utilizando un método conocido. Por el contrario,
cuando un compuesto obtenido en cada etapa es una sal, el
compuesto puede convertirse en una forma libre u otra sal
prevista utilizando un método conocido.

[0055]

Un compuesto obtenido en cada paso puede utilizarse
para la reaccidén posterior directamente como una solucidn de
reaccidén, o puede obtenerse un producto bruto a partir de la
misma y utilizarse para la reaccidén posterior. Como
alternativa, un compuesto obtenido en cada paso puede
aislarse o purificarse a partir de una mezcla de reaccidn, de
acuerdo con un método convencional, utilizando medios de
separacidén tales como concentracidn, cristalizacidn,
recristalizacidén, destilacidén, extraccidén con solventes,
destilacidén fraccionada y cromatografia.

[0056]

Si un compuesto como materia prima o reactivo en cada
paso estd disponible comercialmente, el producto disponible
comercialmente puede utilizarse de manera directa.

[0057]
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El tiempo de reaccidén para la reaccidédn en cada paso,
que puede variar dependiendo de los reactivos y solventes a
utilizar, es normalmente de 1 minuto a 48 horas, vy
preferiblemente de 10 minutos a 8 horas, a menos que se
especifique lo contrario.

[0058]

La temperatura de reaccidn para la reaccidn en cada
paso, la cual puede variar dependiendo de los reactivos y de
los solventes a utilizar, es normalmente de -78 °C a 300 °C, y
preferiblemente de -78 °C a 150 °C, a menos que se especifique
lo contrario.

[0059]

La presidén para la reaccidn en cada paso, que puede
variar dependiendo de los reactivos y de los solventes a
utilizar, es normalmente de 1 atm a 20 atm, vy,
preferiblemente, de 1 atm a 3 atm, a menos que se especifique
lo contrario.

[0060]

Un aparato de sintesis de microondas tal como un
Iniciador producido por Biotage se usa ocasionalmente en
reaccidén en un paso. La temperatura de reaccidn, la cual
puede variar dependiendo de los reactivos y de los solventes
a utilizar, es normalmente temperatura ambiente a 300 °C,

preferiblemente, temperatura ambiente a 250 °C, y més



preferiblemente, 50 °C a 250 °C, a menos que se especifique lo
contrario. El tiempo de reaccidédn, que puede variar
dependiendo de los reactivos y de los solventes a utilizar,
es tipicamente de 1 minuto a 48 horas, y, preferiblemente, de
1 minuto a 8 horas, a menos que se especifique lo contrario.
[0061]

En la reaccidén en cada paso, se utiliza un reactivo en
una cantidad de 0,5 equivalentes a 20 equivalentes,
preferiblemente, en una cantidad de 0,8 equivalentes a 5
equivalentes, a la cantidad de un sustrato, a menos que se
especifique lo contrario. Cuando se utiliza un reactivo como
catalizador, el reactivo se utiliza en una cantidad de 0,001
equivalentes a 1 equivalente, preferiblemente, en una
cantidad de 0,01 equivalentes a 0,2 equivalentes, a la
cantidad de un sustrato, a menos que se especifique 1o
contrario. Si un reactivo sirve como solvente de reaccidn en
combinacidén con su propio papel, el reactivo se utiliza en
una cantidad como disolvente.

[0062]

En la reaccidén en cada paso, la reaccidén se realiza
sin solvente, o en un solvente apropiado disolviendo o
suspendiendo reactivos en el mismo, a menos que se

especifique lo contrario. Los ejemplos del solvente incluyen



los solventes descritos en los ejemplos y los siguientes
disolventes.
[0063]
Alcoholes: metanol, etanol, isopropanol, isobutanol,
alcohol terc-butilico, 2-metoxietanol, etc.,
éteres: éter dietilico, éter diisopropilico, éter
difenilico, tetrahidrofurano, 1,2-dimetoxietano, etc.,
hidrocarburos aromédticos: clorobenceno, tolueno,
xileno, etc.,
hidrocarburos saturados: ciclohexano, hexano, heptano,
etc.,
amidas: N,N-dimetilformamida, N-metilpirrolidona, etc.,
hidrocarburos halogenados: diclorometano, tetracloruro
de carbono, etc.,
nitrilos: acetonitrilo, etc.,
sulféxidos: dimetilsulfédéxido, etc.,
bases orgédnicas aromaticas: piridina, etc.,
anhidrido de &cido: anhidrido acético etc.,
dcidos orgéanicos: acido férmico, &cido acético, éacido
trifluoroacético, etc.,
dcidos inorganicos: &cido clorhidrico, &cido sulftrico,
etc.,
ésteres: acetato de etilo, acetato de isopropilo, etc.,

cetonas: acetona, metil etil cetona, etc., y
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agua.

Dos o méas de estos solventes se pueden mezclar para
usar con una proporcidédn apropiada.
[0064]

Cuando se utiliza una base en reaccidén en cada paso,
por ejemplo, se utiliza cualgquiera de las bases listadas a
continuacién o las bases descritas en los ejemplos.
[0065]

Bases inorgédnicas: hidrdéxido de sodio, hidréxido de
potasio, hidréxido de magnesio, etc.,

Sales béasicas: carbonato de sodio, carbonato de calcio,
bicarbonato de sodio, etc.,

bases orgédnicas: trietilamina, dietilamina, piridina,
4-dimetilaminopiridina, N,N-dimetilanilina, 1,4-
diazabiciclo[2.2.2]octano, 1,8-diazabiciclo[5.4.0]-7-undeceno,
imidazol, piperidina, etc.,

alcbéxidos metalicos: etdxido de sodio, terc-butdxido
de potasio, terc-butbéxido de sodio, etc.,

hidruros de metales alcalinos: hidruro de sodio etc.,

amidas metdlicas: amida de sodio, diisopropilamida de
litio, hexametildisilazida de litio, etc., y

organolitios: n-butil-litio, sec-butil-litio, etc.

[0066]
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Cuando un &acido un catalizador &cido se utiliza en
reaccidén en cada paso, por ejemplo, se utiliza cualguiera de
los acidos y catalizadores acidos listados a continuacidén y
dcidos y catalizadores &cidos descritos en los ejemplos.
[0067]

dcidos inorganicos: &acido clorhidrico, &acido sulfurico,
4dcido nitrico, &cido bromhidrico, &cido fosférico, etc.,

adcidos orgéanicos: acido acético, éacido
trifluorocacético, &acido citrico, &cido p-toluenosulfdbénico,
dcido 10-alcanforsulfébénico, etc., y

adcidos de Lewis: complejo de dietiléter de trifluoruro
de boro y yoduro de zinc, cloruro de aluminio anhidro,
cloruro de zinc anhidro, cloruro de hierro anhidro etc.,
[0068]

A menos que se especifique lo contrario, la reaccidn
en cada paso se realiza de acuerdo con un método conocido
como el método descrito en The Fifth Series of Experimental
Chemistry, Vol. 13 a 19 (The Chemical Society of Japan
(ed.)); Shin Jikken Kagaku Koza (en Japonés, titulo
traducido: Nueva Quimica Experimental), Vol. 14 and 15 (The
Chemical Society of Japan (ed.)); Seimitsu Yuki Kagaku (en
Japonés, titulo traducido: Quimica Orgédnica Precisa, titulo
original: Reaktionen und Synthesen im organisch-chemischen

Praktikum und Forschungslaboratorium) 2° Edicién revisada (L.
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F. Tietze, Th. Eicher, Nankodo Co., Ltd.); Organic Name
Reaction; The Reaction Mechanism and Essence Edicién Revisada
(TOGO, Hideo, KODANSHA LTD.); ORGANIC SYNTHESES Collective
Volumen I a VII (John Wiley & Sons Inc.); Modern Organic
Synthesis in the Laboratory A Collection of Standard
Experimental Procedures (Jie Jack Li, Oxford University
Pres); Comprehensive Heterocyclic Chemistry III, Vol. 1 a Vol.
14 (Elsevier Japan K.K.); Strategic Applications of Named
Reactions in Organic Synthesis (Supervisor de traduccidn:
TOMIOKA, Kiyoshi, editorial: Kagaku-Dojin Publishing Company,
INC.); Comprehensive Organic Transformations (VCH Publishers
Inc.) (1989); o similares, o de acuerdo con un método
descrito en los ejemplos.

[0069]

La proteccidén o de desproteccidn para un grupo
funcional en cada paso se realiza de acuerdo con un método
conocido como el método descrito en "Protective Groups in
Organic Synthesis, 4° Ed." (Theodora W. Greene, Peter G. M.
Wuts) publicado por Wiley-Interscience Publication, 2007;
"Protecting Groups 3° Ed." (P. J. Kocienski) publicado por
Thieme Medical Publishers, 2004; o similares, o de acuerdo
con un método descrito en los ejemplos.

[0070]
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Los ejemplos de grupos protectores para un grupo
hidroxilo de alcoholes o similares, y de grupos hidroxilo
fendlicos incluyen grupos protectores de tipo éter tales como
metoximetil éter, bencil éter, p-metoxibencil éter, t-
butildimetilsilil éter, t-butildifenilsilil éter y
tetrahidropiranil éter; grupos protectores de tipo
carboxilato tales como acetato; ésteres de tipo sulfonato
tales como metanosulfonato; y grupos protectores de tipo
carbonato tales como carbonato de t-butilo.

[0071]

Los ejemplos de grupos protectores para un grupo
carbonilo de aldehidos incluyen grupos protectores de tipo
acetal tales como dimetilacetal; y grupos protectores
ciclicos de tipo acetal tales como 1,3-dioxano ciclico.
[0072]

Los ejemplos de grupos protectores para un grupo
carbonilo de cetonas incluyen grupos protectores de tipo
cetal tales como dimetil cetal; grupos protectores de tipo
cetal ciclicos tales como 1,3-dioxano ciclico; grupos
protectores de tipo oxima tales como O-metiloxima; y grupos
protectores de tipo hidrazona tales como N,N-dimetilhidrazona.
[0073]

Los ejemplos de grupos protectores para un grupo

carboxi incluyen grupos protectores de tipo éster tales como
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éster metilico; y grupos protectores de tipo amida tales como
N, N-dimetilamida.
[0074]

Los ejemplos de grupos protectores para tiol incluyen
grupos protectores de tipo éter tales como bencil tioéter; vy
grupos protectores de tipo éster tales como tioacetato,
tiocarbonato y tiocarbamato.

[0075]

Los ejemplos de grupos protectores para un grupo amino
y heterociclos aromdticos tales como imidazol, pirrol e indol
incluyen grupos protectores de tipo carbamato tales como
bencilcarbamato; grupos protectores de tipo amida tales como
acetamida; grupos protectores de tipo alquilamina tales como
N-trifenilmetilamina; y grupos protectores de tipo
sulfonamida tales como metanosulfonamida.

[0076]

La eliminacidén de un grupo protector se puede realizar
utilizando un método conocido como un método que utiliza un
4dcido, una base, luz ultravioleta, hidrazina, fenilhidrazina,
N-metilditiocarbamato de sodio, fluoruro de tetrabutilamonio,
acetato de paladio o haluro de trialquilsililo (por ejemplo,
yoduro de trimetilsililo). , bromuro de trimetilsililo), o
mediante el uso de un método de reduccidn.

[0077]



Los ejemplos de reductores que se utilizarédn cuando se
realice la reaccidén de reduccidédn en cada paso incluyen
hidruros metdlicos como el hidruro de litio y aluminio,
triacetoxiborohidruro de sodio, cianoborohidruro de sodio,
diisobutilaluminio (DIBAL-H), borohidruro de sodio y
triacetoxiborohidruro de tetrametilamonio; boranos como un
complejo borano-tetrahidrofurano; nigquel Raney; cobalto
Raney; hidrégeno y acido férmico. Por ejemplo, el niquel
Raney o el cobalto Raney se pueden usar en presencia de
hidrégeno o de acido férmico. Cuando se reduce un doble
enlace carbono-carbono o triple, se puede utilizar un método
que usa un catalizador tal como paladio-carbono y el
catalizador de Lindlar.

[0078]

Los ejemplos de oxidantes gque se utilizaran cuando se
realiza la reaccidén de oxidacidn en cada paso incluyen
perédcidos como el &cido m-cloroperbenzoico (MCPBA), perdxido
de hidrégeno e hidroperdxido de t-butilo; percloratos como
perclorato de tetrabutilamonio; cloratos como el clorato de
sodio; cloritos como clorito de sodio; periodatos como
periodato de sodio; reactivos de yodo hipervalentes como
yodosilbenceno; reactivos gque contienen manganeso como
didéxido de manganeso y permanganato de potasio; plomos como

el tetraacetato de plomo; reactivos que contienen cromo como
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clorocromato de piridinio (PCC), dicromato de piridinio (PDC)
y el reactivo de Jones; compuestos de haldgeno como N-
bromosuccinimida (NBS); oxigeno; ozono; un complejo tridxido
de azufre-piridina; tetroxido de osmio; didéxido de selenio; vy
2,3-dicloro-5,6-diciano-1,4-benzoquinona (DDQ) .

[0079]

Los ejemplos de iniciadores radicales que se
utilizardn cuando se realice la reaccidédn de ciclacién radical
en cada paso incluyen compuestos azo tales como
azobisisobutironitrilo (AIBN); iniciadores de radicales
solubles en agua tales como acido 4-4'-azobis-4-
cianopentanoico (ACPA); trietilboron en presencia de aire u
oxigeno; y perdxido de benzoilo. Los ejemplos de reactivos
de reaccidédn radical que se utilizaran incluyen
tributilstannano, tristrimetilsililsilano, 1,1,2,2-
tetrafenildisilano, difenilsilano y yoduro de samario.

[0080]

Los ejemplos de reactivos de Wittig que se utilizaréan
cuando la reaccidén de Wittig se realice en cada paso
incluyen alquilidenefosforanos. Los alquilidenefosforanos se
pueden preparar utilizando un método conocido como la
reaccidén de una sal de fosfonio y una base fuerte.

[0081]



Los ejemplos de reactivos que se utilizaran cuando se
realiza la reaccidén de Horner-Emmons en cada paso incluyen
fosfonoacetatos como metil dimetilfosfonoacetato y etil
dietilfosfonoacetato; y bases como los hidruros de metales
alcalinos y organolitios.

[0082]

Los ejemplos de reactivos que se utilizaran cuando se
realice la reaccidén Friedel-Crafts en cada paso incluyen un
acido de Lewis con un cloruro acido o un reactivo algquilante
(por ejemplo, un alquilo halogenado, un alcohol, una olefina).
Como alternativa, se puede utilizar un acido orgédnico o un
adcido inorgéanico en lugar de un acido de Lewis, y se puede
utilizar un anhidrido de &cido tal como un anhidrido acético
en lugar de un cloruro de éacido.

[0083]

Cuando se realiza una reaccidén de sustitucidn
nuclebdéfila aromdtica en cada paso, se utilizan como reactivos
un nucleéfilo (por ejemplo, una amina, imidazol) y una base
(por ejemplo, una sal basica, una base organica).

[0084]

Los ejemplos de bases utilizadas para generar un
carbanién cuando se realiza la reaccidén de adicidn
nucleofilica con un carbanidén, la reaccidn de adicién 1,4

nucledéfila con un carbanidén (reaccidn de adicidn de Michael)



o la reaccidén de sustitucidn nucledfila con un carbanidn en
cada paso incluyen organolitios, alcdéxidos metdlicos, bases
inorganicas y bases orgénicas.

[0085]

Los ejemplos de reactivos de Grignard que se
utilizaradn cuando la reaccidén de Grignard se realiza en cada
paso incluyen haluros de arilmagnesio como bromuro de
fenilmagnesio; y haluros de algquilmagnesio tales como bromuro
de metilmagnesio y bromuro de isopropilmagnesio. Los
reactivos de Grignard pueden prepararse utilizando un método
conocido como la reaccidén de un alquilo halogenado o arilo
halogenado y magnesio metdlico en un solvente de un éter o
tetrahidrofurano.

[0086]

Cuando la reaccidn de condensacidédn de Knoevenagel se
realiza en cada paso, un compuesto de metileno activo
intercalado entre dos grupos aceptadores de electrones (por
ejemplo, acido maldénico, malonato de dietilo, malononitrilo)
y una base (por ejemplo, una base organica, un alcdxido
metdlico, una base inorganica ) se utilizan como reactivos.
[0087]

Cuando se realiza la reaccidn de Vilsmeier-Haack en
cada paso, se utilizan el cloruro de fosforilo y un derivado

de amida (por ejemplo, N,N-dimetilformamida) como reactivos.
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[0088]

Los ejemplo de agentes azidantes que se utilizaréan
cuando la reaccidén de azidacidn se realice para un alcohol,
un haluros de alquilo o un sulfonato en cada paso incluye
difenilfosforilazida (DPPA), trimetilsililazida y azida de
sodio. Cuando se azida un alcohol, por ejemplo, se puede
utilizar un método que utiliza difenilfosforilazida y 1, 8-
diazabiciclo[5,4,0]undec-7-eno (DBU) o un método que utiliza
trimetilsililazida y un acido de Lewis.

[0089]

Los ejemplos de reductores que se utilizarédn cuando se
realiza la reaccidén de aminacidédn reductora en cada paso
incluyen triacetoxiborohidruro de sodio, cianoborohidruro de
sodio, hidrdégeno y acido férmico. Los ejemplos de compuestos
de carbonilo que se utilizardn cuando el sustrato es un
compuesto de amina incluyen aldehidos, como el
paraformaldehido, asi como el acetaldehido, y cetonas, como
la ciclohexanona. Los ejemplos de aminas que se utilizaréan
cuando el sustrato es un compuesto de carbonilo incluyen
amoniaco; aminas primarias como la metilamina; y las aminas
secundarias como la dimetilamina.

[0090]
Cuando se realiza la reaccidén de Mitsunobu en cada

paso, se utilizan como reactivos el azodicarboxilato (por
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ejemplo, azodicarboxilato de dietilo (DEAD), el
azodicarboxilato de diisopropilo (DIAD)) y la trifenilfosfina.
[0091]

Los ejemplos de reactivos gque se utilizaran cuando se
realiza la reaccidédn de esterificacidédn, la reaccidn de
amidacién o la reaccidén de formacidén de urea en cada paso
incluyen formas de acilo halogenadas como cloruros de acido y
bromuros de &acido; y acidos carboxilicos activados como
anhidridos de &acido, formas de éster activadas y formas de
sulfato. Los ejemplos de activadores para acidos
carboxilicos incluyen agentes de condensacidén de carbodiimida
como el clorhidrato de 1l-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (WSCD); agentes de
condensacidén basados en triazina como 4-(4,6-dimetoxi-1,3,5-
triazin-2-il)-4-metilmorfolinio cloruro-n-hidrato (DMT-MM) ;
agentes de condensacién de carbonato como 1,1-
carbonildiimidazol (CDI); difenilfosforilazida (DPPA); sal de
benzotriazol-1-iloxi-trisdimetilaminofosfonio (reactivo BOP) ;
yoduro de 2-cloro-l-metil-piridinio (reactivo de Mukaiyama) ;
cloruro de tionilo; haloformiatos de alquilo inferior como el
cloroformiato de etilo; hexafluorofosfato de O- (7-
azabenzotriazol-1-il)-N,N,N', N'-tetrametiluronio (HATU);
dcido sulfturico; y cualquiera de sus combinaciones. Cuando

se utiliza un agente de condensacién de carbodiimida, se
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puede agregar a la reaccidén un aditivo como el 1-
hidroxibenzotriazol (HOBt), la N-hidroxisuccinimida (HOSu) vy
la dimetilaminopiridina (DMAP) .

[0092]

Los ejemplos de catalizadores metédlicos que se
utilizaradn cuando se realice la reaccidén de acoplamiento en
cada paso incluyen compuestos de paladio tales el acetato de
paladio (II), tetrakis (trifenilfosfina)paladio (0),
diclorobis (trifenilfosfina)paladio (II), diclorobis
(trietilfosfina)paladio (II), tris (dibencilideneacetona)
dipalladio (0), cloruro de 1,1'-
bis(difenilfosfino) ferrocenopaladio (II) y acetato de paladio
(II); compuestos de niquel como la tetrakis
(trifenilfosfina) niquel (0); compuestos de rodio como el
cloruro de tris (trifenilfosfina) rodio (III); compuestos de
cobalto; compuestos de cobre como el 6xido de cobre y el
yoduro de cobre (I); y compuestos de platino. Se puede
agregar una base adicional a la reaccién, y los ejemplos de
la base incluyen bases inorgédnicas y sales béasicas.

[0093]

Cuando se realiza la reaccidén de tiocarbonilacién en
cada paso, el pentasulfuro de difdésforo se utiliza
normalmente como agente de tiocarbonilacidn; sin embargo, no

solo el pentasulfuro de difdésforo, sino también un reactivo
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que tiene una estructura de 1,3,2,4-ditiadifosfetano-2,4-
disulfuro como el 2,4-bis(4-metoxifenil)-1,3,2,4-
ditiadifosfetano -2,4-disulfuro (reactivo de Lowesson).
[0094]

Los ejemplos de agentes halogenantes que se utilizaréan
cuando la reaccidén de Wohl-Ziegler se realice en cada paso
incluyen N-yodosuccinimida, N-bromosuccinimida (NBS), N-
clorosuccinimida (NCS), bromo y cloruro de sulfurilo. Ademés,
la reaccidén puede acelerarse mediante la adicidédn de calor,
luz o un iniciador radical como el perdxido de benzoilo y el
azobisisobutironitrilo.

[0095]

Los ejemplos de agentes halogenantes que se utilizaréan
cuando se realice la reaccidédn de halogenacidn para un grupo
hidroxi en cada paso incluyen &acidos hidrohidricos y haluros
dcidos de &cidos inorgénicos, especificamente, &cido
clorhidrico, cloruro de tionilo, oxicloruro de fésforo para
la cloracidén y 48 $ de acido bromhidrico para la bromacidn.
Se puede utilizar un método en el que se obtiene una forma de
alguilo halogenado a partir de un alcohol por la accidén de
trifenilfosfina y tetracloruro de carbono, tetrabromuro de
carbono o similares. Como alternativa, se puede utilizar un
método en el gque se sintetiza una forma de alquilo halogenado

a través de una reaccidn en dos etapas de manera que un
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alcohol se convierte en un sulfato y luego reacciona con
bromuro de litio, cloruro de litio o yoduro de sodio.
[0096]

Los ejemplo de reactivos que se utilizaran cuando se
realiza la reaccidén Arbuzov en cada paso incluyen alquilos
halogenados como el acetato de bromoetilo; y fosfitos como el
trietilfisfito y el tri(isopropil) fosfito.

[0097]

Los ejemplos de agentes sulfonantes que se utilizaran
cuando se realice la reaccidén de sulfonacidn en cada paso
incluyen cloruro de metanosulfonilo, cloruro de p-
toluenosulfonilo, anhidrido metanosulfénico, anhidrido p-
toluenosulfénico y anhidrido trifluorometanosulfénico.

[0098]

Cuando se realiza la reaccidén de hidrdlisis en cada
paso, se utiliza un &cido o una base como reactivo. Cuando
se realiza la reaccidén de hidrdlisis &cida para un éster de
t-butilo, en algunos casos se agrega acido férmico o
trietilsilano para atrapar reductivamente los cationes de t-
butilo producidos como subproductos.

[0099]

Los ejemplos de agentes deshidratantes que se

utilizaran cuando se realice la reaccidn de deshidratacidn en

cada paso incluyen &acido sulfurico, pentdxido de difdsforo,



oxicloruro de fésforo, N,N'-diciclohexilcarbodiimida, altmina
y acido polifosférico.
[0100]

El compuesto (I) se puede producir, por ejemplo,
usando un método de produccidén gque se muestra a continuaciodn.
Entre los compuestos (I), un compuesto en el que cada una de
las lineas onduladas forma una estructura cis y un compuesto
en el que una o ambas lineas onduladas forman una estructura
trans se pueden producir utilizando el mismo método de
produccidén que el método de produccidn que se muestra a
continuacién. En la presente invencidén, el compuesto (I) con
una estructura deseada puede sintetizarse utilizando una
materia prima apropiada para la estructura deseada del
compuesto (I), particularmente en la esterificacién. Se
puede obtener una sal del compuesto (I) mediante la mezcla
apropiada con una base inorgédnica, una base organica, un
dcido organico o un aminoacido béasico o &acido.

[0101]
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particula lipidica y un acido nucleico para la introduccidn
de &cido nucleico.
[0103]

La particula lipidica de la presente invencidn se
puede producir mezclando el compuesto de la presente
invencién (lipido catidénico) y, segun sea necesario, un
componente lipidico adicional, y aplicar posteriormente un
método conocido para preparar una particula lipidica a partir
de un componente lipidico. Por ejemplo, la particula
lipidica puede producirse como una dispersidn de particulas
lipidicas disolviendo el componente lipidico (mixto) en un
solvente orgédnico y mezclando la solucidén de solvente
orgadnico resultante con agua o una solucidén tampdn (por
ejemplo, mediante un método de emulsidén). La mezcla puede
realizarse usando un sistema de mezclado de microfluidos (por
ejemplo, el aparato NanoAssemblr (Precision NanoSystems)) .

La particula lipidica obtenida puede someterse a desalacidn o
didlisis y filtracidén estéril. Segln sea necesario, se puede
realizar un ajuste de pH o un ajuste de presidén osmdédtica.
[0104]

El compuesto (I) puede formar diferentes estructuras
dependiendo de la combinacién de las definiciones de n, R y
las lineas onduladas de la férmula (I). Para producir la

particula lipidica, un compuesto que tiene una estructura
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especifica puede utilizarse solo como compuesto (I), y una
mezcla de una pluralidad de compuestos de diferentes
estructuras puede usarse como compuesto (I).

[0105]

Los ejemplos del "componente lipidico adicional”
incluyen los lipidos estructurales ya mencionados como los
esteroles, los fosfolipidos y los lipidos de polietilenglicol.
El "componente lipidico adicional" se utiliza, por ejemplo,
en una cantidad de 0,008 a 4 moles por mol del compuesto de
la presente invencidédn. El1 compuesto de la presente invencidn
se utiliza preferiblemente como una mezcla con el componente
lipidico adicional (en particular, colesterol,
fosfatidilcolina y un lipido de polietilenglicol). En una
realizacién preferida que utiliza una mezcla del compuesto de
la presente invencidén y el componente lipidico adicional, 1la
mezcla es una mezcla de 1 a 4 moles del compuesto de la
presente invencidén, 0 a 3 moles de un esterol, 0 a 2 moles de
un fosfolipido y de 0 a 1 mol de un lipido de
polietilenglicol. En una realizacidén mas preferida que
utiliza una mezcla del compuesto de la presente invencidn y
el componente lipidico adicional, la mezcla es una mezcla de
1 a 1,5 moles del compuesto de la presente invencidén, 0 a
1,25 moles de un esterol, 0 a 0,5 mol de un fosfolipido y de

0 a 0,125 mol de un lipido de polietilenglicol.
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[0106]

La concentracién del compuesto de la presente
invencidén o la mezcla del compuesto de la presente invencidn
y el componente lipidico adicional en la solucidn de solvente
organico es preferiblemente de 0,5 a 100 mg/mL.

[0107]

Los ejemplos del solvente organico incluyen metanol,
etanol, l-propanol, 2-propanol, l-butanol, terc-butanol,
acetona, acetonitrilo, N, N-dimetilformamida,
dimetilsulféxido y mezclas de estos. El solvente organico
puede contener 0 20 % de agua o de una solucidén tamponada.
[0108]

Los ejemplos de la solucidén tampdn incluyen soluciones
tampdén acidas (por ejemplo, tampdn acetato, tampdn citrato,
tampdén 2-morfolinoetanosulfonato (MES), tampdédn fosfato) vy
tampones neutros (por ejemplo,
tampdén de 4-2-hidroxietil)-1l-piperazina-etanosulfonato
(HEPES), tampdédn de tris(hidroximetil)aminometano (Tris),
tampén de fosfato, solucidn salina tamponada con fosfato
(PBS)) .

[0109]

Si la mezcla se realiza utilizando un sistema de

mezcla de microfluidos, se prefiere mezclar de 1 a 5 partes

por volumen de agua o el tampdn por parte por volumen de la
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solucién de solvente organico. La velocidad de flujo de la
solucidn mixta (solucidn mixta de la solucidn de solvente
organico y agua o la solucidén tampdn) en el sistema es
preferiblemente de 0,1 a 10 mL/min, y la temperatura es
preferiblemente de 15 a 45 °C.

[0110]

La composiciédn de la presente invencidén se puede
producir como una dispersién de particulas lipidicas que
contiene un ingrediente activo mediante la adicidén anticipada
de un &cido nucleico como ingrediente activo al agua o a la
solucién tampdn en la produccidén de la particula lipidica o
una dispersién de particulas lipidicas. E1 ingrediente
activo se agrega preferiblemente de modo que la concentracién
de ingrediente activo de agua o de la solucidén tampdn alcance
de 0,05 a 2,0 mg/mL.

[0111]

Ademéds, la composicidédn de la presente invencidn puede
producirse como una dispersidén de particulas lipidicas que
contiene un ingrediente activo mezclando la particula
lipidica o una dispersién de particulas lipidicas y un
ingrediente activo o una soluciébén acuosa del ingrediente
activo a través de un método conocido. La dispersidn de
particulas lipidicas se puede preparar dispersando la

particula lipidica en un medio de dispersidédn apropiado. La
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solucidén acuosa del ingrediente activo se puede preparar
disolviendo el ingrediente activo en un solvente apropiado.
[0112]

El contenido del compuesto de la presente invencidn en
la composicién de la presente invencidédn con el medio de
dispersién y el solvente excluidos es preferiblemente del 40
al 70 $ en peso.

[0113]

El contenido del ingrediente activo en la composicién
de la presente invencidén con el medio de dispersidén y el
solvente excluidos es preferiblemente del 1 al 20 % en peso.
[0114]

El medio de dispersidén de la dispersidén de particulas
lipidicas o la dispersién que contiene la composicidén se
puede reemplazar con agua o con una solucidédn tampdn a través
de didlisis. La diadlisis se realiza con una membrana de
ultrafiltracidén que tiene un corte de peso molecular de 10 a
20 K en una temperatura de 4 °C a temperatura ambiente. La
didlisis se puede llevar a cabo de manera repetida. Para
remplazo del medio de dispersidén, se puede utilizar 1la
filtracidén de flujo tangencial (FFT). Después de reemplazar
el medio de dispersidn, se puede realizar un ajuste de pH o
de presidén osmdtica, segln sea necesario.

[0115]



Ahora bien, a continuacién se describirdn métodos para
analizar una particula lipidica que contiene el compuesto de
la presente invencidn, y una composicidn que contiene la
particula lipidica y un acido nucleico como ingrediente
activo.

[0116]

El tamafio de particula de la particula lipidica (en la
composicién) se puede medir utilizando un medio conocido.

Por ejemplo, se puede utilizar un Zetasizer Nano ZS (Malvern
Instruments Limited), un analizador de tamafio de particulas
basado en una técnica NIBS (retrodispersidédn no invasiva) para
calcular el tamafio de particula como un tamafio de particula
promedio z a través del andlisis acumulativo de la funcién de
autocorrelacidén. E1 tamafio de particula (tamafio de particula
promedio) de la particula lipidica (en la composicidn) es
preferiblemente de 10 a 200 nm.

[0117]

La concentracidén y la relacidédn de encapsulacidn de un
adcido nucleico (por ejemplo, un ARNip, un ARNm) como
ingrediente activo en la composicién de la presente invencidn
se pueden medir utilizando un medio conocido. Por ejemplo,
después de que el &acido nucleico se marca con fluorescencia
con Quant-iT (TM) RiboGreen (R) (Invitrogen), la relacidn de

concentracidén y de encapsulacidén se puede determinar midiendo



la intensidad de fluorescencia. La concentraciédn del &acido
nucleico en la composicidén se puede calcular usando una curva
estadndar preparada a partir de soluciones acuosas del &cido
nucleico con concentraciones conocidas, y la relacidén de
encapsulacién se puede calcular sobre la base de la
diferencia en la intensidad de fluorescencia dependiendo de
la presencia o ausencia de adicidén de Triton-X100 (un
tensoactivo para desintegrar la particula lipidica). La
concentracidén del &cido nucleico en la composicidédn hace
referencia a la concentracidén total de moléculas del acido
nucleico encapsuladas en la particula lipidica y las
moléculas del &cido nucleico no encapsuladas en la particula
lipidica, y la relacidén de encapsulacidén hace referencia a la
fraccién de moléculas de acido nucleico encapsulado en la
particula lipidica de todas las moléculas del acido nucleico

en la composiciédn.

Ejemplos
[0118]

La presente invencidén se describird de manera
detallada con referencia a los ejemplos, a los ejemplos de
ensayo y a los ejemplos de formulaciones; sin embargo, estos

no limitan la presente invencidén, y se puede llevar a cabo



cualquier modificacidén sin apartarse del alcance de 1la
presente invencién.
[0119]

El término “temperatura ambiente” en los ejemplos a
continuacidén, normalmente indica aproximadamente 10 °C a
aproximadamente 35 °C. Cada relacidén que se muestra para el
solvente mixto indica una relacidén en volumen, a menos gque se
indique lo contrario. % indica % en peso, a menos que se
indique lo contrario.

[0120]

La elucidén en cromatografia de columna se llevd a cabo
bajo observacién con cromatografia en capa fina (TLC, por sus
siglas en inglés), a menos que se indique lo contrario. En
la observacién por TLC, se usd una 60 Fis4 producida por
Merck KGaA como placa de TLC, y se utilizdé como eluyente un
solvente usado como solvente de elucidén en cromatografia en
columna. Para la deteccidén se empled un detector UV, y la
observacidén se realizd con un reactivo colorante TLC, segun
fuese necesario. En la descripcién de la cromatografia en
columna de gel de silice, NH indica que se utilizdé gel de
silice unido a aminopropilsilano, y Diol indica que se
utilizdé gel de silice unido a 3-(2,3-dihidroxipropoxi)
propilsilano. En la descripcidén de la cromatografia liquida

de alta resolucidn preparativa (HPLC), C18 indica que se



utilizé gel de silice unido a octadecilo. Cada relacidén que
se muestra para el solvente de elucidén indica una relacidn en
volumen, a menos que se indique lo contrario.

[0121]

H RMN se midié utilizando una RMN de transformacidén de
Fourier El1 software ACD/SpecManager (nombre del producto),
etc., se utilizaron para el andlisis de 1H RMN. La
descripcidén se omite ocasionalmente para picos para un grupo
hidroxi, un grupo amino, etc., con un pico de protdn muy
amplio.

[0122]

La MS se mididé por medio de una LC/MS y una
MALDI/TOFMS. Para el método de ionizacidn, se utilizd un
método ESI, un método APCI o un método MALDI. Para la matriz
se utilizdé CHCA. Los valores medidos (encontrados) se
reportaron como datos. En casos tipicos, algunos picos de
iones moleculares se observan como iones fragmento. En el
caso de una sal, normalmente se observan el pico de iones
moleculares para la forma libre, o catidénica, anidnica o
picos de iones fragmento.

[0123]

Las siguientes abreviaciones se utilizan en los

ejemplos a continuaciédn.

MS: Espectro de masas
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M: Concentracidén molar

N: Normalidad

CDCls: Cloroférmo deuterado

DMSO-ds: Dimetilsulféxido deuterado

1H RMN: Resonancia magnética nuclear de protones
LC/MS: Cromatografia liquida/espectrdédmetro de masas
ESI Ionizacidén por electroespray

APCI: Ionizacidén gquimica a presidn atmosférica
MALDI: Desorcidén/ionizacidén léser asistida por matriz
TOFMS: Espectrometria de masas de tiempo de vuelo
CHCA: Acido a-ciano-4-hidroxicinnamico

DMF: N,N-dimetilformamida

THF: Tetrahidrofurano

DMAP: 4-Dimetilaminopiridina

TBAF: Fluoruro de tetrabutilamonio

[0124]

[Ejemplo 1] 3-((4-(Dimetilamino)butanoil)oxi)-2,2-
bis(((9Z2) -tetradec-9-enoiloxi)metil)propil (9Z) -tetradec-
9-enoato

A) 2-(((terc-butildimetilsilil)oxi)metil)-2-

(hidroximetil)propano-1,3-diol
A una mezcla de 2,2-bis(hidroximetil)propano-1,3-diol
(5,45 g), 1lH-imidazol (2,72 g) y DMF (190 mL), se afiadid una

solucidén de terc-butilclorodimetilsilano (3,01 g) en DMF (10
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mL) a temperatura ambiente. Después de agitar durante 24
horas la mezcla de reaccidén se concentrd a presidn reducida.
El residuo se diluyd con acetato de etilo, se lavd tres veces
con agua y una vez con salmuera saturada, y luego se secd
sobre sulfato de sodio anhidro, y el solvente se removid por
destilacidén a presidédn reducida. E1 residuo se purificéd por
cromatografia en columna de gel de silice (acetato de
etilo/hexano) para proporcionar el compuesto del titulo (2,25
g) .
lH RMN (300 MHz, CDCl3) 6 ppm 0,08 (6H, s), 0,90 (9H, s), 2,53
(34, t, J = 5,5 Hz), 3,66 (24, s), 3,73 (6H, 4, J = 5,5 Hz)
[0125]

B) 3-((terc-butil (dimetil)silil)oxi)-2,2-bis(((92) -
tetradec-9-enoiloxi)metil)propil (9Z2)-tetradec-9-enocato

A una solucién de 2-(((terc-butildimetilsilil)oxi)
metil)-2-hidroximetil)propano-1,3-diol (258 mg), acido (97) -
tetradec-9-enoico (769 mg) y DMAP (126 mg) en DMF (3 ml), se
afnadidé clorhidrato de l-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (790 mg) a temperatura
ambiente. Después de agitar durante 18 horas, la mezcla de
reaccidén se diluyd con acetato de etilo, se lavd dos veces
con agua y una vez con salmuera saturada, y luego se secd
sobre sulfato de sodio anhidro, y el solvente se removid por

destilacién a presidn reducida. El residuo se purificd por
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cromatografia en columna de gel de silice (NH, acetato de
etilo/hexano) para proporcionar el compuesto del titulo (860
mng) .
lH RMN (300 MHz, CDCls3) & ppm 0,03 (6H, s), 0,81-0,96 (18H, m),
1,18-1,41 (36H, m), 1,53-1,67 (6H,m), 1,91-2,10 (12H, m),
2,29 (6H, t, J = 17,6 Hz), 3,58 (2H, s), 4,08 (6H, s), 5,27~
5,43 (6H, m)
[0126]

C) 3-hidroxi-2,2-bis(((92)-tetradec-9-enoiloxi)
metil)propil (9Z)-tetradec-9-enoato

A una solucidn de 3-((terc-butil (dimetil)silil)oxi) -
2,2-bis (((92)-tetradec-9-enoiloxi)metil)propil (92) -
tetradec-9-enocato (5.91 g) en THF (120 ml), se anfadidé una
mezcla de una solucidén THF de TBAF (1 M, 14,85 mL) y acido
acético (4,91 ml) a temperatura ambiente. Después de agitar
durante 3 dias, la mezcla de reaccidn se concentrd a presidn
reducida. EI1 residuo se diluyd con acetato de etilo, se lavd
una vez con solucidédn acuosa saturada de hidrogenocarbonato de
sodio y una vez con salmuera saturada, y luego se secd sobre
sulfato de sodio anhidro y el solvente se removid por
destilaciédn a presidn reducida. El residuo se purificd por
cromatografia en columna de gel de silice (acetato de

etilo/hexano) para proporcionar el compuesto del titulo (4,96

g) .
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l1H RMN (300 MHz, CDClsz) 6 ppm 0,82-0,97 (9H, m), 1,16-1,42
(36H, m), 1,52-1,68 (6H, m), 1,90-2,12 (12H, m), 2,32 (6H, t,
J=7,6 Hz), 2,52 (1H, t, 0 = 7,0 Hz), 3,49 (2H, 4, J=17,0
Hz), 4,11 (6H, s), 5,26-5,42 (6H, m)
[0127]

D) 3-((4-(Dimetilamino)butanoil)oxi)-2,2-bis(((92) -
tetradec-9-enoiloxi)metil)propil (9Z)-tetradec-9-enoato

A una solucidén de 3-hidroxi-2,2-bis(((9Z) -tetradec-9-
enoiloxi)metil)propil (972) -tetradec-9-enocato (4.96 g), DMAP
(796 mg) y clorhidrato de &cido 4-(dimetilamino)butanoico
(2,19 g) en DMF (20 mL), se afiadié clorhidrato de 1l-etil-3-
(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (2,50 g) a temperatura
ambiente. Después de agitar durante 18 horas, la mezcla de
reaccién se diluyd con acetato de etilo, se lavd una vez con
solucidén acuosa saturada de hidrogenocarbonato de sodio y una
vez con salmuera saturada, y luego se secd sobre sulfato de
sodio anhidro y el solvente se removid por destilacidn a
presién reducida. E1 residuo se purificd por cromatografia
en columna de gel de silice (NH, acetato de etilo/hexano)
para proporcionar el compuesto del titulo (5,31 g).
lH RMN (300 MHz, CDClsz) 6 ppm 0,82-0,94 (9H, m), 1,20-1,42
(36H, m), 1,50-1,66 (6H, m), 1,69-1,83 (2H, m), 1,90-2,10
(12, m), 2,20 (6H, s), 2,23-2,41 (10H, m), 4,11 (8H, s),

5,23-5,44 (6H, m)
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[0128]

[Ejemplo 4] 3-((4-(Dimetilamino)butanoil)oxi)-2,2-
bis(((92) -tetradec-9-enoiloxi)metil)propil (9Z) -hexadec-9-
enoato

A) 2-(((terc-butilo(difenil)silil)oxi)metil)-2-

(hidroximetil)propano-1,3-diol

A una mezcla de 2,2-bis(hidroximetil)propano-1,3-diol
(5,0 g), 1H-imidazol (2,5 g) y DMF (200 mL), se afiadidé una
solucidén de terc-butilclorodifenilsilano (5,1 g) en DMF (10
mL) a temperatura ambiente. Después de agitar durante 18
horas la mezcla de reaccidén se concentrd a presidn reducida.
El residuo se diluydé con acetato de etilo, se lavd tres veces
con agua y una vez con salmuera saturada, y se secd sobre
sulfato de sodio anhidro, y el solvente se removid por
destilacién a presidn reducida. El residuo se purificd por
cromatografia en columna de gel de silice (acetato de
etilo/hexano) para proporcionar el compuesto del titulo (6,4
g) -
lH RMN (500 MHz, CDCls) o6 ppm 1,07 (9H, s), 2,34 (3H, t, J =
5,5 Hz), 3,67 (2H, s), 3,74 (6H, 4, J = 5,5 Hz), 7,39-7,48 (6
H, m), 7,63-7,67 (4H, m)
[0129]

B) (5-(((Terc-butilo(difenil)silil)oxi)metil) -

2,2dimetil-1,3-dioxano-5-il)metanol
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A una solucidn de 2-((((terc-butilo(difenil)silil)
oxi)metil)-2- (hidroximetil)propano-1,3-diol (3,5 qg) y 2,2-
dimetoxipropano (1,5 g) en acetona (35 mL), se afiadid
monohidrato de &cido p-toluenosulfédénico (88,9 mg) a
temperatura ambiente. Después de agitar durante 2 horas, se
afladié amoniaco acuoso diluido a la mezcla de reaccidn para
neutralizar la mezcla de reaccidédn, y el solvente se removid
por destilacidén a presidn reducida. El1l residuo se purificéd
por cromatografia en columna de gel de silice (acetato de
etilo/hexano) para proporcionar el compuesto del titulo (2,7
g) -

IH RMN (500 MHz, CDClsz) & ppm 1,07 (9H, s), 1,27 (3H, s), 1,41
(34, s), 2,12-2,18 (1 H, m), 3,69-3,78 (8H, m), 7,38-7,47 (6H,
m), 7,65-7,69 (4H, m)

[0130]

C) (5-(((terc-butilo(difenil)silil)oxi)metil)-2,2-
dimetil-1,3-dioxan-5-il)metil (9Z)-hexadec-9-enocato

A una solucidén de (5-((((terc-butilo(difenil)silil)
oxi)metil)-2,2-dimetil-1,3-dioxan-5-il)metanol (910 mg), DMAP
(215 mg) y acido (97)-hexadec-9-enoico (838 mg) en DMF (10
mL), se afiadidé clorhidrato de 1l-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (757 mg) a temperatura
ambiente. Después de agitar durante 6 horas, se afiadid

acetato de etilo a la mezcla de reaccidn, el resultante se
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lavé dos veces con agua y una vez con salmuera saturada, y
luego se secd sobre sulfato de sodio anhidro, y el solvente
se removid por destilacidédn a presidn reducida. El1 residuo se
purificd por cromatografia en columna de gel de silice
(acetato de etilo/hexano) para proporcionar el compuesto del
titulo (1,43 qg).
lH RMN (500 MHz, CDCls3) 6 ppm 0,84 - 0,91 (3 H, m), 1,03 -
1,07 (9 H, m), 1,22 - 1,35 (16 H, m), 1,40 (6 H, 4, J= 17,0
Hz), 1,49 - 1,63 (2 H, m), 2,01 (4 H, g, J=6,5 Hz), 2,24 (2 H,
t, J= 7,6 Hz), 3,65 (2 H, s), 3,73 (2 H, 4, J= 11,7 Hz), 3,80
(2 #H, 4, J= 12,0 Hz), 4,17 (2 H, s), 5,29-5,39 (2 H, m),
7,35-7,46 (6 H, m), 7,65 (4 H, d, J= 6,9 Hz)
[0131]

D) (5- hidroximetil)-2,2-dimetil-1,3-dioxan-5-il)
metil (9Z)-hexadec-9-enoato

A una solucidén de (5-((((terc-butilo(difenil)silil)
oxi)metil)-2,2-dimetil-1,3-dioxan-5-il)metil (9Z) -hexadec-9-
enoato (1,43 g) en THF (4 mL), se afiadié una solucidédn THF de
TBAF (1 M, 2,64 mL) a temperatura ambiente. Después de
agitar durante 3 horas la mezcla de reaccidén se concentrd a
presidn reducida. El residuo se diluyd con acetato de etilo,
se lavd una vez con solucidn acuosa saturada de
hidrogenocarbonato de sodio y una vez con salmuera saturada,

y luego se secd sobre sulfato de sodio anhidro y el solvente
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se removid por destilacidén a presidn reducida. E1 residuo se
purificdé por cromatografia en columna de gel de silice
(acetato de etilo/hexano) para proporcionar el compuesto del
titulo (0,82 g).
H RMN (500 MHz, CDCls) 6 ppm 0,85-0,91 (3 H, m), 1,24-1,36
(16 H, m), 1,42 (6 H, s), 1,58-1,66 (2 H, m), 2,01 (4 H, q,
J= 6,5 Hz), 2,30 (1 H, t, J= 6,6 Hz), 2,35 (2 H, t, J= 7,6
Hz), 3,48 (2 H, 4, J= 6,6 Hz), 3,69-3,75 (4 H, m), 4,25 (2 H,
s), 5,31-5,38 (2 H, m)
[0132]

E) (5-(((4-(dimetilamino)butanoil)oxi)metil)-2,2-
dimetil-1, 3-dioxan-5-il)metil (9Z)-hexadec-9-enoato

A una solucidén de (5-(hidroximetil)-2,2-dimetil-1, 3-
dioxan-5-il)metil (9Z)-hexadec-9-encato (410 mg), DMAP (97
mg) y clorhidrato de &cido 4-(dimetilamino)butirico (250 mg)
en DMF (4 mL), se afiadidé clorhidrato de 1l-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (343 mg) a 50 °C. Después de
agitar durante 4 horas, se afadidé acetato de etilo a la
mezcla de reaccidédn, el resultante se lavd dos veces con agua
y una vez con salmuera saturada, y luego se secd sobre
sulfato de sodio anhidro, y el solvente luego se removid por
destilacién a presidn reducida. El residuo se purificd por

cromatografia en columna de gel de silice (NH, acetato de
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etilo/hexano) para proporcionar el compuesto del titulo (430
mg) .
lH RMN (500 MHz, CDCls) &6 ppm 0,86-0,91 (3 H, m), 1,24-1,36
(16 H, m), 1,42 (6 H, s), 1,53-1,69 (2 H, m), 1,78 (2 H, m),
1,98-2,04 (4 H, m), 2,21 (6 H, s), 2,29 (4 H, m), 2,37 (2 H,
t, J= 7,6 Hz), 3,74 (4 H, s), 4,11 (4 H, d, J= 5,7 Hz), 5,31~
5,38 (2 H, m)
[0133]

F) 3-((4-(Dimetilamino)butanoil)oxi)-2,2-bis (((92) -
tetradec-9-enoiloxi)metil)propil (97)-hexadec-9-enoato

Al (5-(((4-(dimetilamino)butanoil)oxi)metil) -
2,2dimetil-1, 3dioxano-5-il)metil (9z)-hexadec-9-enocato (430
mg), se agregaron acido acético (2 mL) y agua (1 mL), y el
resultante se agitdé a 75 °C durante 2 horas, y el solvente
luego se removid por destilacidn bajo presidn reducida. Al
residuo se le agregaron acetato de etilo y solucidn acuosa
saturada de hidrogenocarbonato de sodio, y el resultante se
agitdé durante 2 horas. Después de lavar con agua dos veces,
el resultante se secd sobre sulfato de sodio anhidro, y el
solvente luego se removid por destilacidén a presidn reducida.
A una solucidbén del residuo resultante, DMAP (201 mg) y éacido
(9Z2) -tetradec-9-enoico (466 mg) en DMF (4 mL), se afiadid
clorhidrato de 1l-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida

(458 mg) a 50 °C. Después de agitar durante 4 horas, se
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afiadidé acetato de etilo a la mezcla de reaccidn, el
resultante se lavdé dos veces con agua y una vez con salmuera
saturada, y luego se secd sobre sulfato de sodio anhidro, vy
el solvente luego se removid por destilacidn a presidn
reducida. E1 residuo se purificdé por cromatografia en
columna de gel de silice (NH, acetato de etilo/hexano) para
proporcionar el compuesto del titulo (604 mg).

l1H RMN (500 MHz, CDClsz) 6 ppm 0,85-0,92 (9 H, m), 1,24-1,36
(40 H, m), 1,55-1,64 (6 H, m), 1,73-1,80 (2 H, m), 1,98-2,05
(12 H, m), 2,20 (6 H, s), 2,24-2,33 (8 H, m), 2,36 (2 H, t,
J= 7,6 Hz), 4,09-4,13 (8 H, m), 5,31-5,38 (6 H, m)

[0134]

[Ejemplo 8] 2-(((N,N-dimetil-B-alanil)oxi) metil)-2-
((octanoiloxi)metil)propano-1,3-diil (972, 9'Z)bis-tetradec-—
9-enoato

A) (2-(4-Metoxifenil)-1,3-dioxano-5,5-diil)dimetanol

Una solucidén de 2,2-bis(hidroximetil)propano-1,3-diol
(506 g) en agua (2,0 1) se agitdé a 50 °C. A esto se afadid
adcido clorhidrico concentrado (18 mL), al que se afiadié gota
a gota p-metoxibenzaldehido (474 ml) a aproximadamente 30 °C
durante 3 horas. Posteriormente, la temperatura de la
solucidén de reaccidn se ajustd a 25 °C, y la solucidn de
reaccidén se agitd durante 5 horas. A esto, se afiadid

solucidén acuosa 2 N de hidrdéxido de sodio (120 mL), vy el
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resultante se agitdé durante 1 hora. Los cristales se
recogieron por medio de filtracidén y se lavaron con agua, y
luego la recristalizacidn se realizd con acetato de
etilo/hexano para proporcionar el compuesto del titulo (769
g) -
1H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & ppm3,24 (2H, d, J= 5,0 Hz), 3,67
(24, 4, J= 5,4 Hz), 3,74 (3H, s), 3,77 (2H, 4, J= 11,3 Hz),
3,88 (2H, t, J= 11,3 Hz), 4,53 (1H, t, J= 5,4 Hz), 4,62 (lH,
t, J= 5,0 Hz), 5,34 (1H, s), 6,90 (2H, 4, J= 8,9 Hz), 7,33
(2, d, J= 8,9 Hz)
[0135]

B-1) 2-(hidroximetil)-2-(((4-metoxibencil)oxi)metil)
propano-1, 3-diol

A una solucidén en suspensidn de (2-(4-metoxifenil) -
1,3-dioxano-5,5-diil)dimetanol (10,0 g) en tolueno (100 mL),
se afiadié solucidédn DIBAL-H 1,5 M (105 mL) gota a gota a
temperatura ambiente, y el resultante se agitd durante 5
horas. Se le afiadidé metanol (30 mL) y luego se le afiadieron
adcido clorhidrico 2 N (20 mL) y solucidén acuosa 4 N de
hidréxido sédico (240 ml), y el resultante se agitd durante 2
horas, y después se retird la capa de tolueno. Después de
neutralizar la capa acuosa con acido clorhidrico, la
extraccidén se realizd con acetato de etilo, y el extracto se

lavé dos veces con salmuera saturada y se filtrd a través de
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un Celite. El solvente se removid por destilacidén a presidn
reducida, y el residuo se recristalizd con acetato de
etilo/hexano para proporcionar el compuesto del titulo (6,6
g) .
1H RMN (500 MHz, DMSO-ds) & ppm 3,32 (2H, s), 3,39 (6H, d, J=
5,4 Hz), 3,74 (3H, s), 4,21 (3H, t, J= 5,4 Hz), 4,36 (2H, s),
6,90 (2H, d like, J= 7,8 Hz), 7,23 (2H, d like, J= 7,8 Hz)
[0136]

C-1) (5-(((4-Metoxibencil)oxi)metil)-2,2-dimetil-1, 3-
dioxano-5-il)metanol

A una solucidén de 2- (hidroximetil)-2-(((4-
metoxibencil)oxi)metil)propano-1,3-diol (1,00 g) y 2,2-
dimetoxipropano (1,22 g) en DMF (5 mL), se afadié p-tolueno
sulfonato de piridinio (10 mg) a temperatura ambiente.
Después de agitar durante 2 horas, se afiadidé acetato de etilo
a la mezcla de reaccidn, el resultante se lavd una vez con
solucidén acuosa saturada de hidrogenocarbonato de sodio y dos
veces con solucidén salina al 5 %, y luego se secd sobre
sulfato de sodio anhidro, y el solvente se removid por
destilacidén a presidédn reducida. E1 residuo se purificéd por
cromatografia en columna de gel de silice (acetato de
etilo/hexano) para proporcionar el compuesto del titulo (426

ng) .
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1H RMN (500 MHz, DMSO-ds) O ppm 1,29 (3H, s), 1,29 (3H, s),
3,35 (28, s), 3,39 (24, 4, J= 5,1 Hz), 3,61 (4H, s), 3,74 (3H,
s), 4,38 (24, s), 4,59 (1H, t, J= 5,1 Hz), 6,90 (2H, d like,
J= 7,5 Hz), 7,24 (2H, como d, J= 7,5 Hz)
[0137]

B-2) 9-(4-Metoxifenil)-3,3-dimetil-2,4,8,10-
tetraoxaspiro [5.5]undecano

A una solucidén de (2-(4-metoxifenil)-1,3-dioxano-5,5-
diil)dimetanol (2,00 g) y 2,2-dimetoxipropano (2,46 g) en DMF
(8 mL), se afiadid p-tolueno sulfonato piridinio (20 mg) a
temperatura ambiente. Después de agitar durante 4 horas, la
mezcla de reaccidén se diluyd con acetato de etilo, se lavd
dos veces con solucidén acuosa saturada de hidrogenocarbonato
de sodio y dos veces con salmuera saturada, y luego se secbd
sobre sulfato de magnesio anhidro, y el solvente se removid
por destilacidébn a presidn reducida. EI1 residuo se
recristalizd con acetato de etilo/hexano para proporcionar el
compuesto del titulo (1,62 g).
1H RMN (500 MHz, DMSO-ds) & ppm 1,34 (6H, s), 3,33 (2H, s),
3,63 (2, 4, JJ = 11,7 Hz), 3,74 (3H, s), 3,99 (2H, s), 4,12
(24, 4, Jg= 11,7 Hz), 5,37 (l1H, s), 6,90 (2H, 4, J= 8,8 Hz),
7,34 (2H, d, J= 8,8 Hz)

[0138]
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C-2) (5-(((4-Metoxibencil)oxi)metil)-2,2-dimetil-1, 3-
dioxano-5-il)metanol

A una solucidén en suspensidén de 9-(4-metoxifenil) -
3,3-dimetil-2,4,8,10-tetraoxaspiro[5.5]undecano (22,0 g) en
tolueno (200 mL), se afnadidé solucidédn DIBAL-H 1.5 M (60 mL)
gota a gota a una temperatura de 5 a 20 °C, y el resultante
se agitd a 15 °C durante 3 horas. Se afiadidé metanol (22 ml),
vy luego se afadieron gota a gota solucidén acuosa 2 N de
hidréxido sédico (100 mL) y solucidn acuosa 4 N de hidrédxido
s6édico (200 mL) en el orden presentado. Después de agitar
durante 1,5 horas, la capa de tolueno se separd y se lavd con
solucidén salina al 5 %. El solvente se removid por
destilacidén a presidédn reducida. E1 residuo se purificéd por
cromatografia en columna de gel de silice (acetato de
etilo/hexano) para proporcionar el compuesto del titulo (14,7
g) .
lH RMN (500 MHz, DMSO-d6) o ppm 1,29 (3H, s), 1,29 (3H, s),
3,35 (28, s), 3,39 (24, 4, J= 5,1 Hz), 3,61 (4H, s), 3,74 (3H,
s), 4,38 (2H, s), 4,59 (1H, t, J= 5,1 Hz), 6,90 (2H, como d,
J= 7,5 Hz), 7,24 (2H, como d, J= 7,5 Hz)
[0139]

D) octanoato de (5-(((4-Metoxibencil)oxi)metil)-2,2-

dimetil-1, 3-dioxano-5-il)metilo
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A una solucidén de (5-(((4-metoxibencil)oxi)metil)-2,2-
dimetil-1,3-dioxano-5-il)metanol (2,00 g), DMAP (412 mg) vy
dcido octanoico (1,27 g) en DMF (20 ml), se afiadid
clorhidrato de 1l-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida
(1,94 g) a 50 °C. Después de agitar durante 4 horas, se
afiadidé acetato de etilo a la mezcla de reaccidn, el
resultante se lavdé dos veces con agua y una vez con salmuera
saturada, y luego se secd sobre sulfato de sodio anhidro, y
el solvente luego se removid por destilacidn a presidn
reducida. El residuo se purificd por cromatografia en
columna de gel de silice (acetato de etilo/hexano) para
proporcionar el compuesto del titulo (2,78 g).
lH RMN (500 MHz, CDCls3) & 0,84 - 0,91 (3 H, m), 1,22 - 1,33 (8
H, m), 1,40 (6 H, s), 1,53 - 1,61 (2 H, m), 2,26 (2 H, t, J =
7,6 Hz), 3,39 (2 H, s), 3,68 - 3,74 (2 H, m), 3,76 - 3,80 (2
H, m), 3,80 (3 H, s), 4,15 (2 H, s), 4,42 (2 H, s), 6,87 (2 H,
d, 3 =7,8 Hz), 7,20 - 7,24 (2 H, m)

[0140]

E) octanoato de (5-(Hidroximetil-2,2-dimetil-1,3-
dioxano-5-il)metilo

A una solucidén de octanoato de (5-(((4-
metoxibencil)oxi)metil)-2,2-dimetil-1, 3-dioxano-5-il)metilo
(2,78 g) en etanol (30 ml), se afiadié Pd-carbono (840 mg) a

temperatura ambiente, y el resultante se agitd bajo una
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atmésfera de hidrdégeno durante 5 horas. Después de la
reaccién, el Pd-carbono se removid por filtracidn, y el
solvente se removid por destilacidn a presidn reducida. EI
residuo se purificd por cromatografia en columna de gel de
silice (acetato de etilo/hexano) para proporcionar el
compuesto del titulo (1,35 g).
lH RMN (500 MHz, CDCls3) 6 0,85-0,91 (3 H, m), 1,23-1,34 (8 H,
m), 1,38-1,44 (6 H, m), 1,63 (2 H, m), 2,30-2.38 (3 H, m),
3,48 (2 H, 4, J= 6,6 Hz), 3,68-3,75 (4 H, m), 4,25 (2 H, s)
[0141]

F) Octanoato de (5-(((N,N-dimetil-Bf-alanil)oxi)metil) -
2,2-dimetil-1,3-dioxano-5-il)metilo

A una solucidén de octanoato de (5-(hidroximetil)-2,2-
dimetil-1,3-dioxano-5-il)metilo (400 mg), DMAP (129 mg) vy
clorhidrato de acido 3-(dimetilamino)propanoico (305 mg) en
DMF (4 mL), se afiadid clorhidrato de 1l-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (456 mg) a temperatura
ambiente. Después de agitar durante 4 horas, se afadid
acetato de etilo a la mezcla de reaccidn, el resultante se
lavé dos veces con agua y una vez con salmuera saturada, y
luego se secd sobre sulfato de sodio anhidro, y el solvente
luego se removid por destilacidédn a presidn reducida. EI

residuo se purificd por cromatografia en columna de gel de
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silice (NH, acetato de etilo/hexano) para proporcionar el
compuesto del titulo (320 mg).

lH RMN (500 MHz, CDCls3) 6 0,84-0,92 (3 H, m), 1,21-1,33 (8 H,
m), 1,42 (6 H, s), 1,61 (2 H, br), 2,23 (6 H, s), 2,32 (2 H,
t, J= 7,6 Hz), 2,47-2,51 (2 H, m), 2,57-2,61 (2 H, m), 3,75
(4 H, s), 4,13 (4 H, d, J= 11,7 Hz)

[0142]

G) 2-(((N,N-dimetil-PB-alanil)oxi)metil)-2-
((octanoiloxi)metil)propano-1,3-diil (9%Z,9'Z) bis-tetradec-9-
enoato

Al octanoato de (5-(((N,N-dimetil-B-alanil)oxi)metil)-
2,2-dimetil-1,3-dioxano-5-il)metilo (320 mg), se agregaron
adcido acético (1,6 ml) y agua (0,8 ml), y el resultante se
agitdé a 65 °C durante 3,5 horas, y el solvente se removid por
destilaciédn a presidn reducida. Al residuo se le agregaron
acetato de etilo y solucidn acuosa saturada de
hidrogenocarbonato de sodio, y el resultante se agitd durante
2 horas. Después de lavar dos veces Ccon agua y una vez con
salmuera saturada, el resultante se secd sobre sulfato de
sodio anhidro, y el solvente se removidé por destilacidén a
presidn reducida. A una solucién del residuo resultante (150
mg), DMAP (101 mg) y &acido (9Z)-tetradec-9-enoico (235 mg) en
DMF (4,5 mL), se afiadidé clorhidrato de 1l-etil-3-3-

dimetilaminopropilo)carbodiimida (231 mg) a 50 °C. Después de
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agitar durante 8 horas, se afadidé acetato de etilo a la
mezcla de reaccidédn, el resultante se lavd dos veces con agua
y una vez con salmuera saturada, y luego se secd sobre
sulfato de sodio anhidro, y el solvente luego se removid por
destilacidén a presidédn reducida. E1 residuo se purificéd por
cromatografia en columna de gel de silice (NH, acetato de
etilo/hexano) para proporcionar el compuesto del titulo (230
mg) .

lH RMN (500 MHz, CDCls) &6 0,84-0,93 (9 H, m), 1,24-1,36 (30 H,
m), 1,53-1,65 (8 H, m), 1,98-2,05 (8 H, m), 2,22 (6 H, s),
2,30 (6 H, t, J=7,6 Hz), 2,48 (2 H, t, J= 6,9 Hz), 2,58 (2 H,
t, J= 6,8 Hz), 4,06-4,22 (8 H, m), 5,31-5,38 (4 H, m)

[0143]

[Ejemplo 11] 2-(((4-Dimetilamino)butanoil)oxi)metil) -
2-(dodecanoiloxi)metil)propano-1,3-diil (9%,9'Z)bis-
tetradec-9-enocato

A) Dodecanoato de 3-hidroxi-2,2-
bis (hidroximetil)propilo

A una solucién de 2,2-bis(hidroximetil)propano-1,3-
diol (5,00 g), DMAP (2,24 g) y acido laurico (3,68 g) en DMF
(150 mL), se afiadidé clorhidrato de 1l-etil-3-3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (7,04 g) a temperatura
ambiente. Después de agitar durante 20 horas, se afiadid

acetato de etilo a la mezcla de reaccidn, el resultante se
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lavé dos veces con agua y una vez con salmuera saturada, y
luego se secd sobre sulfato de sodio anhidro, y el solvente
luego se removid por destilacidn a presidn reducida. EI
residuo se purificd por cromatografia en columna de gel de
silice (acetato de etilo/hexano) para proporcionar el
compuesto del titulo (1,79 g).
lH RMN (500 MHz, CDCls3) 6 0,85-0,91 (3 H, m), 1,22-1,33 (16 H,
m), 1,59-1,66 (3 H, m), 2,36 (2 H, t, J= 7,6 Hz), 2,51 (2 H,
t, J= 5,8 Hz), 3,65 (6 H, 4, J =5,7 Hz), 4,23 (2 H, s)
[0144]

B) 2-((Dodecanoiloxi)metil)-2- (hidroximetil)propano-
1,3-diil (9Z,9'Z) bis-tetradec-9-enoato

A una solucidén de dodecanoato de 3-hidroxi-2,2-
bis(hidroximetil)propilo (400 mg), DMAP (153 mg) y &cido
(9Z2) -~tetradec-9-enoico (569 mg) en DMF (4 mL), se afiadid
clorhidrato de 1l-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida
(602 mg) a temperatura ambiente. Después de agitar durante 8
horas, se afiadid acetato de etilo a la mezcla de reaccidn, el
resultante se lavdé dos veces con agua y una vez con salmuera
saturada, y luego se secd sobre sulfato de sodio anhidro, y
el solvente luego se removid por destilacidn a presidn
reducida. El residuo se purificd por cromatografia en
columna de gel de silice (acetato de etilo/hexano) para

proporcionar el compuesto del titulo (230 mg).
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lH RMN (500 MHz, CDClsz) 6 0,85-0,93 (9 H, m), 1,22-1,36 (40 H,
m), 1,58-1,65 (6 H, m), 1,99-2,05 (8 H, m), 2,32 (6 H, t, J=

7,6 Hz), 2,52 (1 H, t, J= 7,1 Hz), 3,48 (2 H, 4, J= 6,9 Hz),

4,09-4,14 (6 H, m), 5,31-5,38 (4 H, m)

[0145]

C) 2-(((4-Dimetilamino)butanoil)oxi)metil)-2-
(dodecanoiloxi)metil)propano-1,3-diil (9Z,9'Z)bis-tetradec-9-
enoato

A una solucién de 2-((dodecanoiloxi)metil)-2-
(hidroximetil)propano-1,3-diil (9%Z,9'Z) bis-tetradec-9-enoato
(230 mg), DMAP (38 mg) y clorhidrato de &acido 4-
dimetilamino)butirico (105 mg) en DMF (4 mL), se afadid
clorhidrato de 1l-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida
(150 mg) a temperatura ambiente. Después de agitar durante 3
horas, se afiadidé acetato de etilo a la mezcla de reaccidn, el
resultante se lavd dos veces con agua y una vez con salmuera
saturada, y luego se secd sobre sulfato de sodio anhidro, vy
el solvente luego se removid por destilacidén a presiodn
reducida. E1 residuo se purificdé por cromatografia en
columna de gel de silice (NH, acetato de etilo/hexano) para
proporcionar el compuesto del titulo (100 mg) .
lH RMN (500 MHz, CDCl3) 6 0,85-0,93 (9 H, m), 1,23-1,35 (40 H,

m), 1,55-1,67 (6 H, m), 1,77 (2 H, m), 1,98-2,05 (8 H, m),



2,20 (6 H, s), 2,24-2,33
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(8 H, m), 2,36 (2 H, t,

4,09-4,13 (8 H, m), 5,31-5,38 (4 H, m)

[0146]

Los ejemplos 2 y 3,

continuacidén, se produjeron de acuerdo con cualquiera de los

J= 7,6 Hz),

5al 7y 9 al 10, en la tabla a

métodos mostrados en los ejemplos anteriores y en métodos

conformes a los mismos.

La tabla 1 muestra los nombres de

los compuestos, estructuras y nUmeros de masa observados

durante la produccidédn (indicados como MS en la tabla) para
aquellos ejemplos junto con los ejemplos 1, 4, 8 y 11.
[0147]
[Tabla 1]
Numero )
de Nombre IUPAC Formula estructural QA,\SAK)Z
ejemplo
3-((4- ; =
(Dimetilamino)butanoil)oxi)- g 9
1 2,2-bis(((92)-tetradec-9- ~N Ov%O - 874,75
enoiloxi)metil)propil (9Z)- ‘/\/ﬁ?f 0 -
tetradec-9-enoato )
3-((5- © =
(Dimetilamino)pentanoil)oxi) | 0. &
2 -2,2-bis(((9Z)-tetradec-9- N O\/%O - 888,73
enoiloxi)metil)propil (92)- \/\/\g 0 _
tetradec-9-enoato o
3-((6- [§) i
(Dimetilamino)hexanoil)oxi)- o
3 2,2-bis(((9Z)-tetradec-9- “N O\/%\O 902,74
enoiloxi)metil)propil (92)- ’/\V/\Jpjg 0 _
tetradec-9-enoato o
3-((4- ’ =
(Dimetilamino)butanoil)oxi)- e o
4 2,2-bis(((9Z)-tetradec-9- N OJ%O = 902,74
| f\/lf ) B

enoiloxi)metil)propil (92)-
hexadec-9-enoato

o]
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3-((5- =
(Dimetilamino)pentanoil)oxi)

5 -2,2-bis(((9Z)-tetradec-9- A © A 916,76
o] o]

enoiloxi)metil)propil (92)-

hexadec-9-enoato 0 -
3-((5- 0 ‘o
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[0148]

[Ejemplo de produccidén y ejemplo de prueba para
composicidén que contiene la particula lipidica de la presente
invencién y acido nucleico para la introduccidn de acido
nucleico]

[Ejemplo de Producciédn 1]

Una mezcla de lipidos (lipido catidénico producido en

los ejemplos: DPPC: colesterol: GM-020 = 60:10,6:28: 1,4, en



- 86 -

relacidén molar) se disolvid en EtOH al 90 %/agua libre de
RNasa al 10 % para proporcionar 8,5 mg/mL de solucidn
lipidica. EL ARNm de luciferasa (TriLink Bio Technologies)
se disolvidé en 10 nM solucidn tampdn 2-
morfolinoetanosulfonato (MES) en un pH de 4,0 para
proporcionar una solucidédn de Acido nucleico de 0,22 mg/mL.
La solucidén lipidica y la solucidén de acido nucleico
obtenidas se mezclaron usando el aparato NanoAssemblr
(Precision Nanosystems) a temperatura ambiente con una
velocidad de flujo de 3 mL/min:6 mL/min para proporcionar una
dispersién que contiene una particula lipidica que encapsula
el 4cido nucleico. Mediante el uso de un Slyde-A-Lyzer
(corte de peso molecular: 20k, Thermo Fisher Scientific), la
dispersién obtenida se dializdé con agua a temperatura
ambiente durante 1 hora y con PBS a 4 °C durante 48 horas.
Posteriormente, la filtracidén se realizd con un filtro de
jeringa de 0,2 pum (IWAKI CO., LTD.) para preparar una
composicién para la introduccidén de acido nucleico, y
posteriormente la composicidédn se almacend a 4 °C. EI1 tamafio
de particula de la particula lipidica se mididé utilizando un
Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Limited). La
concentracién de ARNm y la relacidén de encapsulacidn de la

particula lipidica fueron medidas utilizando un Quant-iT (TM)
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RiboGreen (R) (Invitrogen). La Tabla 2 muestra los

resultados del andlisis.

[0149]
[Tabla 2]
Lipido Catiénico 'mywﬁode Concentracién de ARNm Pmpmcque
particula (nm) (ng/mL) encapsulacion (%)

Ejemplo 1 71 136 96
Ejemplo 2 90 73 96
Ejemplo 3 93 87 96
Ejemplo 4 76 113 97
Ejemplo 5 91 96 98
Ejemplo 8 67 84 94
Ejemplo 9 108 129 62
Ejemplo 10 92 86 84
Ejemplo 11 83 85 92

[0150]

[Ejemplo de Prueba 1] Prueba de transfeccidén de ARNm
en células cultivadas

Las células de la linea celular HCT11l6 derivadas del
cancer colorrectal humano se cultivaron en una placa de 96
pozos en una densidad celular de 6000 células/pozo, y después
de 24 horas se afiadieron al medio 10pl de la composicidn que
contenia 10 ng de ARNm de luciferasa para la introduccién del
dcido nucleico (una solucidn obtenida al diluir el producto
del Ejemplo produccidén 1 en una concentracidédn de ARNm de 10
ng/10 pL). E1 nivel de luciferasa expresada en la HCT11l6 24
horas después de la adicidén de ARNm se mididé utilizando un
kit Picagene LT2.0 (TOYOBO CO., LTD.) Las tablas 3 vy 4

muestran los resultados de las mediciédn.
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[0151]
[Tabla 3]
Lipido Valor medio de luminiscencia (cps) para 3
Cationico pozos
Control PBS 560
Ejemplo 1 227720
Ejemplo 2 570027
Ejemplo 3 412187
Ejemplo 4 407547
Ejemplo 5 545507
Ejemplo 8 3853
Ejemplo 10 1203467
Ejemplo 11 953520
[0152]
[Tabla 4]
Lipido Valor medio de luminiscencia (cps) para 3
Cationico pozos
Control PBS 627
Ejemplo 9 549893
[0153]

[Ejemplo de produccidén y ejemplo de prueba para
composicidén que contiene la particula lipidica de la presente
invencién y acido nucleico para la introduccidn de acido
nucleico]

[Ejemplo de Produccién 2]

Una mezcla de lipidos (lipido catidénico producido en
los ejemplos: DPPC: colesterol: GM-020 = 60:10,6:28: 1,4, en
relacién molar) se disolvid en EtOH al 90 %/agua libre de
RNasa al 10 % para proporcionar 7 mg/mL de una solucidn
lipidica. Cantidades iguales de un ARNip para el Collal y un

ARNip para el Factor VII (FVVII) se mezclaron juntas, y la
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mezcla fue disuelta en 25 nM de tampdn de acetato con un pH
de 4,0 para proporcionar 0,2 mg/mL de una solucidén de &acido
nucleico. La informacidédn de las secuencias sobre los ARNip
se muestra en la tabla a continuacidén. La solucidn lipidica
y la solucidén de acido nucleico obtenidas se mezclaron usando
el aparato NanoAssemblr (Precision Nanosystems) a temperatura
ambiente con una velocidad de flujo de 3 mL/min:9 mL/min para
proporcionar una dispersidén que contiene una particula
lipidica gque incluye los acidos nucleicos. Mediante el uso
de un Slyde-A-Lyzer (corte de peso molecular: 20k, Thermo
Fisher Scientific), la dispersidén obtenida se dializd con
agua a temperatura ambiente durante 1 hora y con PBS a 4 °C
durante 48 horas. Posteriormente, la filtracidn se realizd
con un filtro de jeringa de 0,2 pm (IWAKI CO., LTD.) para
preparar una composicidén para la introduccidén de acido
nucleico, y posteriormente la composicidén se almacend a 4 °C.
El tamafio de particula de la particula lipidica se midid
utilizando un Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Limited).
La concentracién de ARNm y la relacién de encapsulacidén de la
particula lipidica fueron medidas utilizando un Quant-iT (TM)
RiboGreen (R) (Invitrogen). La Tabla 6 muestra los
resultados del anadlisis.

[0154]



[Tabla 5]

ARNip de Collal

62: 4)
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(citado de Calvente et al.

Hepatologia 2015,

Sentido  |5' - G[MU][MC][MUJAGAIMCIA[MUIG[MU][mU]IMmCJAGIMC][mU][mU][ts]t - 3'

Antisentid |5' - AAGCUGAA[MCJAUGUCIMUJAGACTts]t - 3

(0]

Factor VII ARNip

1:16)

(citado de Landesman et al.

Silence 2010,

Sentido | 5' - [mC][mUJA[MC]GAAAG[MC]AIMU][MCI[mCI[mUIImUIImCIAImU][ts]t - 3'

Antisentido | 5' - AUGAAGGAUGCUUUCG[mMU]AG]ts]t - 3'

N: ARN
n: ADN
[mN]: 2'-OMe ARN
[ns]: fosforotioato

[01

55]

[Tabla 6]

Compuesto Tamaﬁo de Concentracion de ARNip Proporciéq de
particula (nm) (ng/mL) encapsulacion (%)

Ejemplo 2 104 251 98
Ejemplo 3 117 196 95
Ejemplo 10 88 307 90
Ejemplo 11 85 402 91
Ejemplo 4 90 355 89
Ejemplo 5 103 367 94
Ejemplo 6 87 333 98
Ejemplo 7 102 320 96

[0156]

[Ejemplo de prueba 2]

Prueba de administracidén de

ARNip a células estrelladas hepaticas en ratones modelo con

trastorno hepatico causado por tetracloruro de carbono

La dispersidén de PBS de la particula lipidica,

incluido el ARNip del Collal y el ARNip del FVII, se diluyd
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con PBS a concentraciones de ARNip respectivas de 40 pg/mL y
120 pg/mL, y se administrd al seno orbital de cada ratédn
Balb/c para lograr la dosis respectiva de ARNip de 0,2 mg/kg
y 0,6 mg/kg. Tres horas después de la administracién de los
ARNip, se administrdé tetracloruro de carbono via oral para
lograr una dosis de 0,1 mL/kg. Cuatro dias después de la
administracién de tetracloruro de carbono, cada ratdn se
sacrificé mediante sangrado bajo anestesia con isoflurano, y
se extrajo el higado. Del higado obtenido, el ARN total se
extrajo con un Mini Kit RNeasy (QIAGEN), y los niveles de
ARNm del Collal, ARNm del FVII y ARNm del GAPDH se midieron
mediante un método de PCR cuantitativa. Las tasas de
reduccién de expresidén para el ARNm del Collal y ARNm del
FVII normalizadas frente al nivel de ARNm del GAPDH se
calcularon con referencia a las de ratones sin administracién

de ARNip, y la siguiente tabla muestra los resultados del

calculo.

[0157]

[Tabla 7]
Combuesto Eficiencia del knockdown (%) Eficiencia del knockdown (%)

P COL1A1 FVII

Ejemplo 2 73 0
Ejemplo 3 81 0
Ejemplo 10 31 0
Ejemplo 11 60 0
Ejemplo 4 67 19
Ejemplo 5 83 14




Ejemplo 6 86 27
Ejemplo 7 85 24

Aplicacidén Industrial
[0158]

El compuesto de la particula lipidica, o la
composicién de la presente invencidén permite la introduccidn
de &cidos nucleicos en varios tipos de células, tejidos u
6rganos. Por consiguiente, el compuesto, la particula
lipidica o la composicidédn de la presente invencidn se
encuentra disponible como técnica DDS para farmacos de acidos
nucleicos. Ademds, el compuesto, la particula lipidica o la
composicién de la presente invencidén estd disponible como
reactivo para la introduccidén de acido nucleico para

investigacidn.



