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DESCRIPCION
Nuevos lipidos catidnicos con diversos grupos de cabeza para el suministro oligonucleotidico
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a nuevos lipidos catidnicos que se pueden usar en combinaciéon con otros
componentes lipidicos tales como colesterol y lipidos de PEG para formar nanoparticulas lipidicas con
oligonucleotidos, para facilitar la absorcién celular y el escape endosémico, y para reducir ARNm diana tanto in vitro
€como in vivo.

Los lipidos catiénicos y el uso de lipidos catidnicos en nanoparticulas lipidicas para el suministro de oligonucleétidos,
en particular ARNpi y miARN, se han descrito previamente. Las nanoparticulas lipidicas y el uso de nanoparticulas
lipidicas para el suministro de oligonucledtidos, en particular ARNpi y miARN, se han descrito previamente. Los
oligonucledtidos (que incluyen ARNpi y miARN) y la sintesis de oligonucledétidos se han descrito previamente.
(Véanse las solicitudes de patentes US: US 2006/0083780, US 2006/0240554, US 2008/0020058, US 2009/0263407
y US 2009/0285881 y las solicitudes de patentes PCT: WO 2009/086558, W02009/127060, W02009/132131,
W02010/042877, WO2010/054384, WO2010/054401, WO2010/054405 y WO2010/054406). Véase también Semple
S. C. et al., Rational design of cationic lipids for siRNA delivery, Nature Biotechnology, publicado en linea el 17 de
enero de 2010; doi:10.1038/nbt.1602.

Butil CLinDMA es uno de los lipidos catiénicos descritos en el documento US 2006/0240554. Otros lipidos catidnicos
también se describen genéricamente en el documento US 2006/0240554 incluyendo octil CLinDMA. Hemos
sintetizado y ensayado tanto butil CLinDMA como octil CLinDMA en formulaciones de nanoparticulas lipidicas, y
hemos encontrado que octil CLinDMA tiene propiedades superiores a butil CLinDMA. Octil CLinDMA (conocido de
otro modo como OCD) también se describe en el documento W02010/021865.

Adoptamos un enfoque racional para disefar lipidos catiénicos para uso en formulaciones de nanoparticulas
lipidicas para suministrar ARN pequefio interferente (ARNpi). Partiendo del lipido cationico octii CLinDMA
(denominado “Compuesto 12” en esta solicitud) como punto de referencia, disefiamos nuevos lipidos catidnicos con
propiedades superiores como se demostré en experimentos con ratones, ratas y monos.

Los compuestos de la presente invencion contienen un ligador de 1,3-diéter.

Es un objeto de la presente invencién proporcionar nuevos lipidos catidnicos que se pueden usar en combinacion
con otros componentes lipidicos, tales como colesterol y lipidos de PEG para formar nanoparticulas lipidicas con
oligonucledtidos, para facilitar la absorcion celular y el escape endosémico, y para reducir el ARNm diana tanto in
vitro como in vivo.

Los documentos US 2008/0188675 y US 6060455 describen diversos lipidos catidnicos.
SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencidon proporciona nuevos lipidos catiénicos que se pueden usar en combinacién con otros
componentes lipidicos tales como colesterol y lipidos de PEG para formar nanoparticula lipidica con
oligonucledtidos, para facilitar la absorcion celular y el escape endosémico, y para reducir el ARNm diana tanto in
vitro como in vivo.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS
FIGURA 1: Induccién de citocina in vivo en raton 3 horas después de la inyeccion.
FIGURA 2: Datos de ratén que comparan Compuesto 12 con Compuesto 9.
FIGURA 3: Datos de rata que comparan Compuesto 12 con Compuesto 9.
FIGURA 4: Datos de mono que comparan Compuesto 12 con Compuesto 9.
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Los diversos aspectos y realizaciones de la invencion se dirigen a la utilidad de nuevos lipidos catidnicos utiles en
nanoparticulas lipidicas para suministrar oligonucleotidos, en particular ARNpi y miARN, a cualquier gen diana.
(Véanse las solicitudes de patentes US: US 2006/0083780, US 2006/0240554, US 2008/0020058, US 2009/0263407
y US 2009/0285881, y las solicitudes de patentes PCT: WO 2009/086558, W02009/127060, W0O2009/132131,
W0O2010/042877 W0O2010/054384, WO2010/05401 WO2010/054405 y WO2010/054406). Véase también Semple S.
C. et al., Rational design of cationic lipids for siRNA. delivery, Nature Biotechnology, publicado en linea el 17 de
enero de 2010; doi:10.1038/nbt.1.602.

Los lipidos catidnicos de la presente invencién son componentes Utiles en una nanoparticula lipidica para el
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suministro de oligonucleétidos, especificamente ARNpi y miARN.

En una primera realizaciéon de esta invencion, los lipidos catiénicos se ilustran mediante la Férmula A:

RIR? —0O
s
R? o-
en la que:

pes1as§;

R' y R? se seleccionan independientemente de H, alquilo (C+-C+o), heterociclilo, y poliamina, en los que dIChO
heter00|cI|Io y poliamina estan opcionalmente sustituidos con uno a tres sustituyentes seleccionados de R* o
R' y R? se pueden tomar junto con el nitrégeno al que estan unidos para formar un heterociclo mon00|cI|co
con 4-7 miembros que contiene opcionalmente, ademas del nitrégeno, uno o dos heteroatomos adicionales
seleccionados de N, O y S, estando dicho heterociclo monociclico opcionalmente sustituido con uno a tres
sustituyentes seleccionados de R*

R® se selecciona de H y alquno (C4-Cs), estando dicho alquilo opcionalmente sustituido con uno a tres
sustituyentes seleccionados de R*,

R* se selecciona independientemente de halégeno, OR5, SR5, CN, CO,R® y CON(R5)2;
R® se selecciona independientemente de H, alquilo (C1-C1o) y arilo; e
Y es un alquilo (C4-Cs2), perfluoroalquilo (C4-C52), o un alquenilo (Cs-Cz2);

o cualquier sal farmacéuticamente aceptable o estereocisomero de los mismos.

En otra realizacion, la invencion incluye un compuesto que tiene la Formula A, en la que:

pes1as§;

se selecciona de:

N, N8 odng ONE ONE N h}:é' N w

— NH N H H-
N M N« HN= HzNJ‘[N’ﬂNw/‘hﬁ? HoN e N~ p
= HI H |, N

HM-$
—~ L e j te wan. 1
—NuN—\_:Ii-‘ /NNpr;J\ NN, .
nes1a10;
R3es H; e

Y es un alquilo (C4-Cs2), perfluoroalquilo (C4-C52), o un alquenilo (Cs-Cz2);
o cualquier sal farmacéuticamente aceptable o estereoisémero del mismo.
Lipidos catidnicos especificos son:

(2S)-1-{7-[(3p)-colest-5-en-3-iloxi]heptiloxi}-3-[{4Z)-dec-4-en-1-iloxi]-N, N-dimetilpropan-2-amina  (Compuesto
4);
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(2R)-1-{4-[(3B)-colest-5-en-3-iloxi]butoxi}-3-[(4Z)-dec-4-en-1-iloxi]-N,N-dimetilpropan-2-amina (Compuesto 5);
1-[(2R)-1-{4-[(3pB)-colest-5-en-3-iloxi]butoxi}-3-(octiloxi)propan-2-iljguanidina (Compuesto 6);

1-[(2R)-1-{7-[(3pB)-colest-5-en-3-iloxi]heptiloxi}-N,N-dimetil-3-[(9Z,12Z)-octadeca-9, 1-2-dien-1-iloxi]propan-2-
amina (Compuesto 7);

1-[(2R)-1-{4-[(3pB)-colest-5-en-3-iloxi]butoxi)-N,N-dimetil-3-[(9Z,12Z)-octadeca-9, 12-dien-1-iloxi]propan-2-
amina (Compuesto 8);

(2S)-1-({6-[(3B))-colest-5-en-3-iloxi]hexil}oxi)-N,N-dimetil-3-[(9Z)-octadec-9-en-1-iloxi]propan-2-amina
(Compuesto 9);

(3B)-3-[6-{[(2S)-3-[(9Z)-octadec-9-en-1-iloxi]-2-(pirrolidin-1-il)propil]oxithexil)oxi]colest-5-eno (Compuesto 10);
(2R)-1-{4-[(3B)-colest-5-en-3-iloxi]butoxi}-3-(octiloxi)propan-2-amina (Compuesto 11);
(2R)-1-({8-[(3p)-colest-5-en-3-iloxi]octil}oxi)-N,N-dimetil-3-(pentiloxi)propan-2-amina (Compuesto 13);
(2R)-1-({8-[(3p)-colest-5-en-3-iloxi]octil}oxi)-3-(heptiloxi)-N,N-dimetilpropan-2-amina (Compuesto 14);

(2R)-1-({8-[(3p)-colest-5-en-3-iloxi]octil}oxi)-N,N-dimetil-3-[(2Z)-pent-2-en-1-iloxi]propan-2-amina (Compuesto
15);

(2S)-1-butoxi-3-({8-[(3p)-colest-5-en-3-iloxi]octil}oxi)-N,N-dimetilpropan-2-amina (Compuesto 16);

(2S-1-({8-[(3p)-colest-5-en-3-iloxi]octil}oxi)-3-[2,2,3,3,4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9-hexadecafluorononil)oxi]-N,N-
dimetilpropan-2-amina (Compuesto 17);

2-amino-3-({9-[(3B,8¢,9¢,14¢,17¢,20€)-colest-5-en-3-iloxi]nonil}oxi)-2-{[(9Z,12Z)-octadeca-9,12-dien-1-
iloxilmetil}propan-1-ol (Compuesto 19); y

2-amino-3-({6-[(3B,8¢,9¢,14¢,17¢,20&)-colest-5-en-3-iloxilhexil}oxi)-2-{[(9Z)-octadec-9-en-1-iloxi]metil}propan-
1-ol (Compuesto 20);

o cualquier sal farmacéuticamente aceptable o estereoisémero de los mismos.
En otra realizacion, los lipidos catidnicos descritos son Utiles en la preparacién de nanoparticulas lipidicas.

En otra realizacion, los lipidos catiénicos descritos son componentes Utiles en una nanoparticula lipidica para el
suministro de oligonucledtidos.

En otra realizacion, los lipidos catiénicos descritos son componentes Utiles en una nanoparticula lipidica para el
suministro de ARNpi y miARN.

En otra realizacion, los lipidos catiénicos descritos son componentes Utiles en una nanoparticula lipidica para el
suministro de ARNpi.

Las siguientes composiciones de nanoparticulas lipidicas (LNPs) de la presente invencién son Utiles para el
suministro de oligonucleodtidos, especificamente ARNpi y miARN:

Lipido catiénico/colesterol/ PEG-DMG 56.6/38/5.4;

Lipido catiénico/colesterol/PEG-DMG 60/38/2;

Lipido catiénico/ colesterol/PEG-DMG 67,3/29/3,7;

Lipido catiénico/colesterol/PEG-DMG 49,3/47/3,7;

Lipido catiénico/colesterol/PEG-DMG 50,3/44,3/5,4;

Lipido catiénico/colesterol/PEG-C-DMA/DSPC 40/48/2/10; y
Lipido catiénico/colesterol/PEG-DMG/DSPC 40/48/2/10.

Los lipidos catiénicos de la presente invencion pueden tener centros asimétricos, ejes quirales, y planos quirales
(como se describe en: E.L. Eliel y S.H. Wilen, Stereochemistry of Carbon Compounds, John Wiley & Sons, Nueva
York, 1994, paginas 1119-1190), y aparecen como racematos, mezclas racémicas, y como diasteredbmeros
individuales, incluyéndose en la presente invencion todos los posibles isémeros y mezclas de los mismos,
incluyendo isémeros 6pticos. Ademas, los lipidos catidnicos descritos aqui pueden existir como tautémeros, y ambas
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formas tautémeras estan destinadas a estar englobadas por el alcance de la invencioén, incluso aunque se
represente solamente una estructura tautomérica.

Cuando cualquier variable (por ejemplo R4) aparece mas de una vez en cualquier constituyente, su definicion en
cada aparicion es independiente en cada una de las otras apariciones. También, las combinaciones de sustituyentes
y variables son permisibles solamente si tales combinaciones dan como resultado compuestos estables.

Si el sistema anular es biciclico, se pretende que el enlace esté unido a cualquiera de los atomos adecuados en
cualquier anillo del resto biciclico.

Se entiende que los sustituyentes y patrones de sustitucion en los lipidos catidénicos de la presente invencion se
pueden seleccionar por alguien de pericia normal en la técnica para proporcionar lipidos catidnicos que son
quimicamente estables y que se pueden sintetizar facilmente mediante técnicas conocidas en la técnica, asi como
aquellos métodos expuestos mas abajo, a partir de materiales de partida facilmente disponibles. Si un sustituyente
esta él mismo sustituido con mas de un grupo, se entiende que estos multiples grupos pueden estar en el mismo
carbono o en carbonos diferentes, en tanto que resulte una estructura estable.

Se entiende que se pueden incorporar uno o mas atomos de Si en los lipidos catiénicos de la presente invencién por
alguien de pericia normal en la técnica para proporcionar lipidos catiénicos que son quimicamente estables y que se
pueden sintetizar facilmente mediante técnicas conocidas en la técnica a partir de materiales de partida facilmente
disponibles.

En los compuestos de Férmula A, los atomos pueden mostrar sus abundancias isotépicas naturales, o uno o mas de
los atomos pueden estar artificialmente enriquecidos en un isétopo particular que tiene el mismo nimero atémico
pero una masa atémica o numero masico diferente de la masa atdmica o numero masico encontrado
predominantemente en la naturaleza. La presente invencion incluye todas las variaciones isotdpicas adecuadas de
los compuestos de Férmula A. Por ejemplo, las formas isotopicas diferentes de hidrégeno (H) incluyen protio (*H) y
deuterio (ZH). El protio es el isétopo de hidrégeno predominante encontrado en la naturaleza. El enriquecimiento en
deuterio puede proporcionar ciertas ventajas terapéuticas, tales como el incremento de la semivida in vivo o la
reduccion de los requisitos de dosis, o puede proporcionar un compuesto Utii como un estandar para la
caracterizacion de muestras bioldgicas. Los compuestos isotdpicamente enriquecidos en la Férmula A se pueden
preparar sin experimentacioén excesiva mediante técnicas convencionales bien conocidas por aquellos de pericia en
la técnica o mediante procedimientos analogos a los descritos en el Esquema y Ejemplos aqui usando reactivos y/o
intermedios apropiados enriquecidos isotépicamente.

Como se usa aqui, “alquilo” significa un hidrocarburo alifatico saturado que tiene el nimero especificado de atomos
de carbono.

Como se usa aqui, “alquenilo” significa un hidrocarburo alifatico insaturado que tiene el numero especificado de
atomos de carbono.

Como se usa aqui, “arilo” pretende significar cualquier anillo de carbono monociclico o bicilico estable de hasta 7
atomos en cada anillo, en el que al menos un anillo es aromatico. Los ejemplos de tales elementos arilicos incluyen
fenilo, naftilo, tetrahidro-naftilo, indanilo y bifenilo.

Como se usa aqui, “heterociclilo” significa un heterociclo aromatico o no aromatico de 4 a 10 miembros que contiene
de 1 a 4 heteroatomos seleccionados del grupo que consiste en O, N y S, e incluye grupos biciclicos. Por lo tanto,
“heterociclilo” incluye los siguientes: benzoimidazolilo, benzofuranilo, benzofurazanilo, benzopirazolilo,
benzotriazolilo, benzotiofenilo, benzoxazolilo, carbazolilo, carbolinilo, cinolinilo, furanilo, imidazolilo, indolinilo,
indolilo, indolazinilo, indazolilo, isobenzofuranilo, isoindolilo, isoquinolilo, isotiazolilo, isoxazolilo, naftpiridinilo,
oxadiazolilo, oxazolilo, oxazolina, isoxazolina, oxetanilo, piranilo, pirazinilo, pirazolilo, piridazinilo, piridopiridinilo,
piridazinilo, piridilo, pirimidilo, pirrolilo, quinazolinilo, quinolilo, quinoxalinilo, tetrahidropiranilo, tetrazolilo,
tetrazolopiridilo, tiadiazolilo, tiazolilo, tienilo, triazolilo, azetidinilo, 1,4-dioxanilo, hexahidroazepinilo, piperazinilo,
piperidinilo, pirrolidinilo, morfolinilo, tiomorfolinilo, dihidrobenzoimidazolilo, dihidrobenzofuranilo, dihidrobenzotiofenilo,
dihidrobenzoxazolilo, dihidrofuranilo, dihidroimidazolilo, dihidroindolilo, dihidroisooxazolilo, dihidroisotiazolilo,
dihidrooxadiazolilo, dihidrooxazolilo, dihidropirazinilo, dihidropirazolilo, dihidropiridinilo, dihidropirimidinilo,
dihidropirrolilo, dihidroquinolinilo, dihidrotetrazolilo, dihidrotiadiazolilo, dihidrotiazolilo, dihidrotienilo, dihidrotriazolilo,
dihidroazetidinilo, metilendioxibenzoilo, tetrahidrofuranilo, y tetrahidrotienilo, y N-6xidos de los mismos, todos los
cuales estan opcionalmente sustituidos con uno a tres sustituyentes seleccionados de R3.

Como se usa aqui, “poliamina” significa compuestos que tienen dos 0 mas grupos amino primarios — tales como
putrescina, cadaverina, espermidina, y espermina.

En una realizacion,



10

15

20

ES 2579936 T3

se selecciona de:

HoN HN-g-' HoN HN-§- HN HN~§~-
0 N 0 o)
H,N QN - NH
NH,
y
En una realizacion,

R
N—%
RE

se selecciona de:
\ NH
NH, N3 [ON% HANAL

En una realizacion,

R!
N
R2
se selecciona de NH, y NMe,.
En una realizacion,
R}

es NHa.
En una realizacion, nes 1 a 5.

En una realizacién, pes 1 a 8.

En una realizacion, R® es H o alquilo (C+-Ce), dicho alquilo esta opcionalmente sustituido con uno a tres OH.

En una realizacion, R% es H, metilo, etilo o propilo, dicho metilo, etilo o propilo esta opcionalmente sustituido con un

OH.
En una realizacion, R® es H o hidroximetilo.

En una realizacion, R% es H.

En una realizacion, R* es independientemente halégeno, OH, O-alquilo (C+4-Cs), SH, S-alquilo (C4-Cs), CN, CO2H,

CO»-alquilo (C+4-Cs), CONH,, o CON-alquilo(C1-Cs)a.

En una realizacion, R* es independientemente halégeno, OH u O-alquilo (C+-Cs).

6
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En una realizacion, R® es independientemente H o alquilo (C+-Cs).
En una realizacion, Y es un alquilo (Cs-Cy2), perfluoroalquilo (C4-C22), 0 alquenilo (Cs-Cz2).
En una realizacién de Férmula A, “heterociclilo” es pirrolidina, piperidina, morfolina, imidazol o piperazina.

En una realizacion de Formula A, “heterociclilo monociclico” es pirrolidina, piperidina, morfolina, imidazol o
piperazina.

En una realizacién de Férmula A, “poliamina” es putrescina, cadaverina, espermidina, y espermina.

Se incluye en la presente invencion la forma libre de lipidos cationicos de Férmula A, asi como las sales
farmacéuticamente aceptables o estereoisdmeros de los mismos. Algunos de los lipidos catidnicos especificos
aislados ejemplificados aqui son las sales protonadas de lipidos catidénicos de amina. La expresion “forma libre” se
refiere a los lipidos cationicos de amina en forma no salina. Las sales farmacéuticamente aceptables englobadas
incluyen no solamente las sales aisladas ejemplificadas para los lipidos catidnicos especificos descritos aqui, sino
también todas las sales farmacéuticamente aceptables tipicas de la forma libre de lipidos catidnicos de Férmula A.
La forma libre de los lipidos catiénicos de sales especificos descrita se puede aislar usando técnicas conocidas en la
técnica. Por ejemplo, la forma libre se puede regenerar tratando la sal con una disolucion de base acuosa diluida
adecuada, tal como NaOH acuoso diluido, carbonato potasico, amoniaco y bicarbonato sddico. Las formas libres
pueden diferir de sus formas salinas respectivas en cierto modo en ciertas propiedades fisicas, tales como
solubilidad en disolventes polares, pero para los fines de la invencion las sales de acidos y de bases son de otro
modo farmacéuticamente equivalentes a sus formas libres respectivas.

Las sales farmacéuticamente aceptables de los lipidos catidnicos presentes se pueden sintetizar a partir de los
lipidos catidnicos de esta invencidon que contienen un resto basico o acido por métodos quimicos convencionales.
Generalmente, las sales de los lipidos catidnicos basicos se preparan mediante cromatografia de intercambio i6nico
o haciendo reaccionar la base libre con cantidades estequiométricas o con un exceso del acido inorganico u
organico formador de sal deseado en un disolvente adecuado o diversas combinaciones de disolventes. De forma
similar, las sales de los compuestos acidos se forman mediante reacciones con la base inorganica u organica
apropiada.

De este modo, las sales farmacéuticamente aceptables de los lipidos catidnicos de esta invencion incluyen las sales
no téxicas convencionales de los lipidos catidnicos de esta invencion como se forman haciendo reaccionar lipidos
catiénicos presentes basicos con un acido inorganico u organico. Por ejemplo, las sales no toxicas convencionales
incluyen las derivadas de acidos inorganicos tales como clorhidrico, bromhidrico, sulfurico, sulfamico, fosférico,
nitrico y similar, asi como sales preparadas a partir de acidos organicos tales como acético, propionico, succinico,
glicolico, estearico, lactico, malico, tartarico, citrico, ascérbico, pamoico, maleico, hidroximaleico, fenilacético,
glutamico, benzoico, salicilico, sulfanilico, 2-acetoxi-benzoico, fumarico, toluenosulfénico, metanosulfénico, etano
disulfénico, oxalico, isetidnico, trifluoroacético (TFA) y similar.

Cuando los lipidos catiénicos de la presente invencion son acidos, “sales farmacéuticamente aceptables” adecuadas
se refiere a sales preparadas a partir de bases no téxicas farmacéuticamente aceptables, incluyendo bases
inorganicas y bases organicas. Las sales derivadas de bases inorganicas incluyen aluminio, amonio, calcio, cobre,
férrica; ferrosa, litio, magnesio, sales manganicas, manganosa, potasio, sodio, cinc y similar. Se prefieren
particularmente las sales de amonio, calcio, magnesio, potasio y sodio. Las sales derivadas de bases no toxicas
organicas farmacéuticamente aceptables incluyen sales de aminas primarias, secundarias y terciarias, aminas
sustituidas, incluyendo aminas sustituidas de origen natural, aminas ciclicas y resinas de intercambio i6nico basicas,
tales como arginina, betaina, cafeina, colina, N,N1-dibenziletilendiamina, dietilamina, 2-dietilaminoetanol, 2-
dimetilaminoetanol, etanolamina, etilendiamina, N-etilmorfolina, N-etilpiperidina, glucamina, glucosamina, histidina,
hidrabamina, isopropilamina, lisina, metilglucamina, morfolina, piperazina, piperidina, resinas de poliamina, procaina,
purinas, teobromina, trietilamina, trimetilamina, tripropilamina, trometamina y similares.

La preparacion de las sales farmacéuticamente aceptables descritas anteriormente y otras sales farmacéuticamente
aceptables tipicas se describen mas completamente por Berg et al., “Pharmaceutical Salts”, J. Pharm. Sci.,
1977:66:1-19.

También se observara que los lipidos catidnicos de la presente invencién son potencialmente sales internas o
zwitteriones, puesto que en condiciones fisiolégicas un resto acido desprotonado en el compuesto, tal como un
grupo carboxilo, puede ser aniénico, y esta carga electronica puede compensarse internamente frente a la carga
catidnica de un resto basico protonado o alquilado, tal como un atomo de nitrégeno cuaternario.

UTILIDAD

Los lipidos catiénicos y el uso de lipidos catidénicos en nanoparticulas lipidicas para el suministro de oligonucleoétidos,
en particular ARNpi y miARN, para fines terapéuticos, se han descrito previamente. (Véanse las solicitudes de
patentes US: US 2006/0240554 y US 2008/0020058). Las nanoparticulas lipidicas y el uso de nanoparticulas
lipidicas para el suministro de oligonucledtidos, en particular ARNpi y miARN, para fines terapéuticos, se han
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descrito previamente. (Véanse las solicitudes de patentes US: US 2006/0240554 y US 2008/0020058). Los
oligonucledtidos (incluyendo ARNpi y miARN) y la sintesis de oligonucleétidos se han descrito previamente. (Véanse
las solicitudes de patentes US: US 2006/0240554 y US 2008/0020058).

La utilidad de lipidos catiénicos en LPNs para el suministro de oligonucleétidos para fines terapéuticos también se
describe en Guo, K. et al. Molecular Pharaceutics (2009) 6:3, 651-658; y Whitehead, K.A. et al. Nature Reviews Drug
Discovery (2009) 8, 129-138.

EJEMPLOS

Los ejemplos proporcionados aqui estan destinados a ayudar a una comprension adicional de la invencion. Los
materiales particulares empleados, las especies y condiciones estan destinados a ilustrar adicionalmente la
invencion y no limitar el alcance razonable de la misma. Los reactivos utilizados en la sintesis de los lipidos
catidnicos estan comercialmente disponibles o se preparan facilmente por alguien de pericia normal en la técnica.

ESQUEMAS GENERALES

Esquema General 1: La sintesis de los nuevos lipidos catidnicos es un procedimiento convergente mediante el cual
la reaccion catalizada por acido de Lewis entre el epdxido (i) y el ligador (ii) da el regioisémero alcohdlico deseado
(iii). La interconversion de grupos funcionales del grupo hidroxilo en un grupo saliente adecuado, por ejemplo un
triflato ((iv), X = OTf), seguido del desplazamiento con una amina apropiada, da el lipido catiénico requerido (v).

Esquema General 2: Los lipidos cationicos de tipo (x) se pueden preparar como se esquematiza mas abajo. Los
aminodioles se pueden proteger como un hemiaminal ciclico (vi). La alquilacion del alcohol libre con mesilato de
linoleilo puede generar compuestos de tipo (vii). La desproteccion del hemiaminal, seguido de la proteccion de la
amina primaria, puede generar el alcohol (vii). La alquilacién de este alcohol, la desproteccion de la amina y la
aminacion reductora pueden producir los compuestos de tipo (x).

Esquema General 3: Los compuestos de tipo (xv) se pueden preparar como se esquematiza mas abajo. El grupo
amino de tris se puede proteger, y el diol se puede convertir en un cetal ciclico. La alquilacion del alcohol libre puede
generar el compuesto (xii). La desproteccion del cetal, seguido de la reproteccion de la amina, puede dar el diol
(xiii). Un esquema sintético analogo al descrito en el Esquema General 2 generaria entonces compuestos de tipo
(xv).

Esquema General 4: Los compuestos de tipo (xvii) se pueden preparar como se esquematiza mas abajo. 2-Amino-
2-(hidroximetil)propano-1,3-diol se puede monoalquilar al tratarlo con hidruro de sodio y un electréfilo lipidico en
tolueno para generar el derivado de monoéter (xvi). Se puede llevar a cabo una segunda alquilacion en condiciones
similares para generar los derivados de diéter tris de tipo (xvii).

ESQUEMA GENERAL 1

"¢

. /’\/>/ ) HO 5 on
TsCl 20eq. . Chol
— Chol —m4m— e - -
| piridina -, RT TsO Cho dioxano , 100°C HO/\(V’;\O
HO (i)

alcohol linoleilico
.0 perlas de NaOH
e -

o .
Q\/Cl N(Bu,)Br cat. %OW\-—A—/CSH11
7
(i

Q - . 0/\9/\0
Cho do de Lewi [}
HG'/\(V)/p\O/ h '* %O\{/)/\__/\_/CSH“ acido de Lewis Ho{
7

disolvente - T TCgHsy
G 0 (o)
X{O/'\{,)/p\o "~ RyR,NH R, N {OAH/p\o
- T TCsH, R{ lo; - T TCsHyy
X = grupo saliente tal como OFf, ONs, OTs, OMs ® :
(iv, x = OTY)
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ESQUEMA GENERAL 2

l R3
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HaN ’ N H
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OH
v

Rg OH
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ESQUEMA GENERAL 3
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HN— BocHN” g
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ESQUEMA GENERAL 4
OH
HO OH  mesilato de linoleflo, NeX; tolueno, 100 °C s\ OH
HoN - HyN _ —
(xvi)
Chol pH
Mso/\(");\o/ SCO/\@/‘)\O
H,N
NaH, tolueno, 100 °C O — CsHyq
(xvii)
Preparacion de (2R)-2-{[4Z)-dec-4-en-1-iloxi]metil}oxirano (Compuesto 1)
O
2 —— L\Ow

HO A~~~
L\Cl *

1

5 A una mezcla agitada, enfriada (< 5°C) de cis-4-decen-1-ol (1, 14,42 g, 156 mmoles), bromuro de tetrabutilamonio
(1,26 g, 3,91 mmoles) e hidroxido de sodio (4,67 g, 117 mmoles) se afiadié R-(-)-epiclorohidrina (6,1 ml, 78 mmoles)
en una porcion, la mezcla se agitdé durante 2 horas, y después se afiadid una segunda porcion de R-(-)-
epiclorohidrina (6,1 ml, 78 mmoles). La mezcla se agité toda la noche. Se afadié hexano (150 ml), y la mezcla se
filtrd. El filtrado se concentrd hasta un aceite, y la purificacion a través de cromatografia ultrarrapida dio producto (1,
10 14,3 g, 67,3 mmoles) con_un rendimiento de 86%. Compuesto 1: C13R2402, HRMS M+H esperado 213,1856;
encontrado 213,1849 uma. 'H RMN (500MHz, CDCls) & 5,34 (2H, multiplete); 3,70 (1H, dd, J = 3,2, 11,5 Hz); 3,52
(1H, dt, J = 6,6,9,2 Hz); 3,47 (1H, dt, J = 6,6, 9,2 Hz); 3,39 (1H, dd, J = 5,5, 11,6 Hz); 3,15 (1H, multiplete); 2,80 (1H,
dd, J = 4,1,4,9 Hz); 2,61, (1H, dd, J = 2,7, 5,0 Hz); 2,11 (2H, ¢, 7,2 Hz); 2,02 (2H, ¢, J = 7,2 Hz); 1,66 (1H, ¢, J = 6,7

Hz); 1,63 (1H, t, J = 6,9 Hz); 1,38-1,24 (6H, complejo); 0,89 (3H, t, J = 6,9 Hz) ppm.

15 Preparacion de 8-[(3p)-colest-5-en-3-iloxiJoctan-1-ol (Compuesto 2)

HO A~~~ OH  + M ———— HO g

2

Una mezcla de 1,7-heptanodiol (30,6 g, 231 mmoles) y tosilato de colesterilo (25 g, 46,2 mmoles) en tolueno (80 ml)
se calentd a 80°C durante 16 horas. La mezcla de reaccion se enfrid hasta la temperatura ambiente, y se afadioé
hexano (70 ml). Las dos capas resultantes se separaron, y la capa superior se recogio y se lavo con una disolucion
20 1:1 de salmuera saturada y Na,CO3; 1M (100 ml), se secé sobre Na,SO4, se filtro, y finalmente se concentrd hasta un
volumen bajo (~ 40 ml). El aceite bruto se purificd a través de cromatografia ultrarrapida para dar producto (2, 17,0 g,
33,9 mmoles) con un rendimiento de 73%: Compuesto 2: CasHgoO2: HRMS M+Na esperado 523,4491; encontrado
523,4486 uma. 'H RMN (500MHz,, CDCl3) & 5,34 (1H, complejo); 3,64 (2H, complejo); 3,45 (2H, complejo); 3,12 (1H,
complejo); 2,35 (1H, ddd, J = 2,2, 4,7, 13,2 Hz); 2,19 (1H, complejo); 2,05-1,77 (5H, complejo); 1,63-0,83 (44H,
25 complejo); 0,68 (3H,s) ppm.

Preparacion de (2R)-1-[{7-[(3B)-colest-5-en-3-iloxi]heptil}oxi)-3-[(4Z)-dec-4-en-1-iloxi]propan-2-ol. (Compuesto 3)

10
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A una disolucién agitada, enfriada (0°C), del alcohol (2, 6,00 g, 12 mmoles) en CH,Cl, anhidro (20 ml), en una
atmosfera de nitrégeno, se afiadié SnCls 1M en CH2Cl, (1,2 ml, 1,2 mmoles). Una disolucion del epéxido (1, 3,1 g,
14,6 mmoles) en CH.Cl; (5 ml) se afiadié6 gota a gota durante 2 horas. La disolucion se agit6 durante 1 hora
adicional. La reaccion se paralizé con Na;CO3 1 M (3 ml), y se afiadié hexano (50 ml). La mezcla se filtrg, y el filtrado
se recogio y se concentro hasta un aceite bruto (9,7 g). La purificacion a través de cromatografia ultrarrapida produjo
producto (3, 4,95 g, 6,94 mmoles) con un rendimiento de 58%. Cs7HssOs HRMS M+H esperado 713,6442;
encontrado 713,6423 uma. "H RMN (500MHz, CDClI3) & 5,42-5,30 (3H, complejo); 3,94 (1H, complejo); 3,52-3,40
(10H, complejo); 3,12 (1H, complejo); 2,45 (1H, d, J = 4,1 Hz); 2,35 (1H, ddd, J = 2,4, 13,2 Hz); 2,18 (1H, t ancho, J =
12,7 Hz); 2,09 (2H, c ancho, J = 7,0 Hz); 2,05-1,77 (7H, complejo); 1,67-0,82 (55H, complejo); 0,68 (3H, s) ppm.

Preparacion de (2 S)-1-{7-[(3B)-colest-5-en-3-iloxilheptiloxi}-3-[(4Z)-dec-4-en-1-iloxi]-N, N-dimetilpropan-2-amina.
(Compuesto 4)

A una disolucién agitada enfriada (0°C) del alcohol (3, 4,9 g, 6,87 mmoles) y piridina anhidra (0,7 ml, 8,67 mmoles)
en CHxCI; anhidro (20 ml), en una atmosfera de nitrégeno, se afiadié anhidrido triflico (1,4 ml, 8,3 mmoles) gota a
gota. La disolucién se agit6é durante 2 horas, y después se afiadié a una disolucién 2M de dimetilamina en THF (18
ml, 36 mmoles) a 0°C. La disoluciéon se agité durante 2 horas, y después se afiadié diclorometano (150 ml). La
disolucion se lavo entonces con NaHCO3; 0,5 M (150 ml). La capa organica se separd y se seco sobre sulfato de
sodio, se filtré y se concentrd hasta un aceite (6,2 g). Se afiadié hexano (60 ml), los sélidos formados se eliminaron
mediante filtracion, y el filtrado se concentré para dar un aceite bruto (5,4 g). La purificacion a través de
cromatografia produjo producto (4, 2,83 g, 3,82 mmoles) con un rendimiento de 56%. CasoHs7NO3 HRMS M+H
esperado 740,6921; encontrado 740,6898 uma. "H RMN (500MHz, CDCls) 6 5,41-5,31 (3H, complejo); 3,53 (2H, dd,
J =56, 9,9 Hz); 3,47 (2H, dd, J = 5,6, 9,9 Hz); 3,44 (2H, multiplete); 3,41 (2H, t, J = 6,9 Hz) 3,40 (2H, t, J = 6,9 Hz);
3,12 (1H, multiplete); 2,73 (1H, multiplete); 2,38 (6H,s); 2,35 (1H, ddd, J = 2,2, 4,8, 3,1 Hz); 0,84-2,25 (64 H,
complejo); 0,68 (3H, s) ppm.

Los Compuestos 5-11 y 13-17 son lipidos cationicos nuevos. EI Compuesto 12 es S-Octil CLinDMA. Los
Compuestos se pueden preparar segun el Esquema anterior. A continuacién se muestra la sintesis del Compuesto
9.

Compuesto 9
Compuesto 5

O\/\/\/\O
_0

I OOR
o] .

Compuesto 6

Compuesto 10

11
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/C\/\/\
HaN ©

Compuesto 11

Compuesto 8 Compuesto 12

Compuesto 13 Compuesto 14

OSSR
Me,N O\/\/

Compuesto 16

Compuesto 15

L YR e e 0
ea P DDA e

F FFEFF F

Compuesto 17

Preparacion de (2S)-1-({6-[(3B))-colest-5-en-3-iloxi]hexil}oxi)-N,N-dimetil-3-[(9Z)-octadec-9-en-1-iloxilpropan-2-amina.
(Compuesto 9)

12
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A una disolucién agitada, enfriada (-7°C) del alcohol (41,99 g, 50,7 mmoles) y Iutidina (5,90 g, 55,1 mmoles) en
CHxCI, anhidro (420 ml) se afadié anhidrido triflico (9 ml, 53,3 mmoles) en porciones durante 30 minutos. La
disolucion se agitd durante 2,5 horas, y después se transfirid a una NHMe, 2M agitada enfriada (2°C) en THF (1425
ml, 2850 mmoles). La disolucion se agité entonces durante 3 horas. Los volatiles se evaporaron, y el residuo oleoso
se disolvio en hexanos (500 ml) y se lavo con Na>COsz al 10% (500 ml). Las fases se separaron, y la fase acuosa se
volvié a extraer con hexanos (200 ml). Las fases organicas se combinaron y se lavaron con agua (200 ml), y los
organicos se secaron sobre Na;SO4. La disolucion se filtro, y los volatiles se evaporaron, y el bruto se purificé a
través de HPFC para producir compuesto 9 (25,5 g, 30,4 mmoles) con un rendlmlento de 60%. CsgH103NO3 HRMS
(ESI positiva) M+H, m/z teorica 838,8017 uma, m/z medida 838,7996 uma. 'H RMN (400 MHz, CDCls) & 5,36-5,33
(3H, complejo); 4,13-3,40 (10H, complejo); 3,13 (1H, multiple); 2,76 (1H, multiplete); 2,40 (6H, s) 2,35, (1H, ddd, J =
2,3, 4,8, 13,2 Hz); 2,18 (1H, complejo); 2,06-0,86 (77H, complejo); 0,68 (3H,s) ppm.

Compuesto 5: (2R)-1-{4-[(3B)-colest-5-en-3-iloxi]butoxi}-3-[(4Z)-dec-4-en-1-iloxi]-N, N-dimetilpropan-2-amina.

2,70 g, 3,90 mmoles, con un rendimiento de 57%. C4sHgsNOs: HRMS (ESI positiva) M+H, m/z tedrica 698,6446,
medida m/z 698,6480. "H RMN (500 MHz, CDCls) & 5,42-5,31, (3H, complejo); 3,57-3,38, (10H, complejo); 3,12 (1H,
multiplete); 2,73, (1H, multiplete); 2,38 (6H, s); 2,35, (1H, ddd, J = 2,3, 4,8, 13,2 Hz); 2,22-0,84 (58H, complejo); 0,68,
(3H, s) ppm.

Compuesto 6: 1-[(2R)-1-{4-((3p)-colest-5-en-3-iloxi]butoxi}-3-(ocliloxi)propan-2-iljlguanidina

1,28 g, 1,87 mmoles, con un rendlmlento de 51%. Ca3H79N303: HRMS (ESI positiva) M+H, m/z tedrica 686,6194
uma, medida m/z 686,6201 uma. 'H RMN (500 MHz, CDCls) & 7,92 (1H, d, J = 5,9 Hz); 7,52 (2H, ancho); 7,13 (2H,
ancho); 5,34 (1H, complejo); 3,71-3,40 (10H, complejo); 3,12 (1H, complejo); (2,35 (1H, ddd, 2,2, 4,6, 13,4 Hz); 2,18
(1H, complejo); 2,03-0,82 (57H); 0,68 (3H,s) ppm.

Compuesto 7: 1-[(2R)-1-{7-[(3p)-colest-5-en-3-iloxi]heptiloxi}-N, N-dimetil-3-[(9Z,12Z)-octadeca-9,12-dien-1-
iloxilpropan-2-amina.

2,00 g, 2,35 mmoles, con un, rendimiento de 64%. Cs7H103N3: HRMS (ESI positiva) M+H, m/z tedrica 850,8011 uma,
medida m/z 850,8011 uma. "H RMN (500 MHz, CDCls) & 5,42-5,29 (5H, complejo); 3,53 (2H, dd, J = 5,6, 9,9 Hz);
3,47 (2H, dd, J = 5,6, 9,9 Hz); 3,44 (2H, multiplete); 3,40 (2H, t, 6,6 Hz); 3,39 (2H, t, 6,6 Hz); 3,12 (1H, multiplete);
2,77 (2H, t, 6,7 Hz); 2,71 (1H, multiplete); 2,37 (6H, s); 2,35 (1H, ddd, J = 2,3, 4,6, 13,2 Hz); 2,18 (1H, multiplete);
2,08-1,93 (6H, complejo); 1,92-1,78 (3H, complejo); 1,70-0,84 (66H, complejo); 0,68 (3H, s) ppm.

Compuesto 8: 1-[(2R)-1-{4-[(3B)-colest-5-en-3-iloxi]butoxi}-N, N-dimetil-3-{(9Z,12Z)-octadeca-9,12-dien-1-iloxi]propan-
2-amina.

2,90 g, 3,60 mmoles, con un rendlmlento de 56%. Cs4Hg7NO3: HRMS (ESI positiva) M+H, m/z tedrica 808,7654 uma,
medida m/z 808,7580 uma. 'H RMN (500 MHz, CDCls) & 5,42-5,30 (3H complejo); 3,56-3,37 (10H, complejo); 3,12
(1H, complejo); 2,77 (2H, t, J = 6,5 Hz); 2,72 (1H, multiplete); 2,38 (6H,s); 2,35 (1H, ddd, J = 2,3, 4,5, 3,4 Hz); 2,26-
0,83 (70H, complejo); 0,68 (3H,s) ppm.

Compuesto 9: (2S)-1-({6-[(3B))-colest-5-en-3-iloxi]hexil}oxi)-N, N-dimetil-3-[(9Z)-octadec-9-en-1-iloxi]propan-2-amina.

14,2 g, 16,9 mmoles, con un, rendimiento de 68%. CseH103NO3 HRMS (ESI positiva) M+H, m/z tedrica 838,8017 uma,
medida m/z 838,7996 uma. 'H RMN (400 MHz, CDCl3) & 5,36-5,33 (3H, complejo); 4,13-3,40 (10H, complejo); 3,13
(1H, multiplete); 2,76 (1H, multiplete); 2,40 (6H, s) 2,35, (1H, ddd, J = 2,3, 4,8,13,2 Hz); 2,18 (1H, complejo); 2,06-
0,86 (77H, complejo); 0,68 (3H,s) ppm.

Compuesto 10: (3B)-3-[6-([(2S)-3-[(9Z)-octadec-9-en-1-iloxil]-2-(pirrolidin-1-il)propilJoxithexilJoxilcolest-5-eno.

1,72 g, 1,99 mmoles, con un, rendimiento de 81% CssH10sNOs HRMS (ESI positiva) M+H, m/z tedrica 864,8172 uma,
medida m/z 864,8240 uma. '"H RMN (500 MHz, CDCls) & 5,38-5,30 (3H, complejo); 3,58-3,52 (4H, complejo); 3,48-
3,39 (6H, complejo); 3,12 (1H, multiple); 2,66 (4H, ancho); 2,50 (1H, c, J = 4Hz); 2,36 (1H, ddd, J = 2, 4, 12 Hz) 2,18
(1H, multiplete) 2,05-1,75 (14H, complejo); 1,57-0,86 (66H, complejo); 0,68 (3H,s) ppm.

Compuesto 11: (2R)-1-{4-[(3B)-colest-5-en-3-iloxi]butoxi}-3-(octiloxi)propan-2-amina.

3,79 g, 5,88 mmoles, con un rendlmlento de 76%. C42H77NO43 HRMS (ESI positiva) M+H, m/z tedrica 644,5976 uma,
medida m/z 644,6012 uma. 'H RMN (400 MHz, CDCls) & 5,73 (2H, ancho); 5,29 (1H, multiplete); 3,56-3,35 (10H,
complejo); 3,08 (1H, multiplete); 2,29 (1H, multiplete); 2,13 (1H, multiplete); 2,01-1,74 (4H, complejo); 1,64-0,81
(54H, complejo); 0,64 (3H, s) ppm.
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Compuesto 13: (2R)-1-({8-[(3p)-colest-5-en-3-iloxi}octil}oxi)-N, N-dimetil-3-(pentiloxi)propan-2-amina.

C4sHgsNO3 HRMS (ESI positiva) M+H, m/z tedrica 686,6446 uma, medida m/z 686,6443 uma. 'H RMN (400 MHz,
CDCI3) & 5,30 (1H, multiplete); 3,50-3,33 (10H, complejo); 3,06 (1H, multiplete); 2,66 (1H, multiplete); 2,31 (6H,
singlete); 2,29 (1H, multiplete); 2,13 (1H, multiplete); 1,94-1,72 (5H, complejo); 1,53-0,80 (54H, complejo); 0,62 (3H,
singlete) ppm.

Compuesto 14: (2R)-1-((8-[(3B)-colest-5-en-3-iloxi]octil}oxi)-3-(heptiloxi)-N, N-dimetilpropan-2-amina.

C47Hg7NO3 HRMS (ESI positiva) M+H, m/z tedrica 714,6759 uma, medida m/z 714,6746 uma. "H RMN (400 MHz,
CDCI3) & 5,30 (1H, multiplete); 3,52-3,35 (10H, complejo); 3,08 (1H, multiplete); 2,67 (1H, multiplete); 2,33 (6H,
singlete); 2,30 (1H, multiplete); 2,15 (1H, multiplete); 2,00-1,74 (5H, complejo); 1,59-0,82 (58H, complejo); 0,64 (3H,
singlete) ppm.

Compuesto 15: (2R)-1-({8-{(3p)-colest-5-en-3-iloxi]octil}oxi)-N, N-dimetil-3-[(2Z)-pent-2-en-1-iloxi]propan-2-amina.

C4sHg1NO3 HRMS (ESI positiva) M+H, m/z tedrica 684,6289 uma, medida m/z 684,6276 uma. "H RMN (400 MHz,
CDCI3) 6 5,49 (2H, multiplete); 5,30 (1H, multiplete); 3,99 (2H, d, J = 6 Hz); 3,51-3,33 (8H, complejo); 3,08 (1H,
multiplete); 2,69 (1H, multiplete); 2,33 (6H, singlete); 2,30 (1H, multiplete); 2,20-1,70 (8H, complejo); 1,51-0,82 (48H,
complejo); 0,64 (3H, singlete) ppm.

Compuesto 16: (2S)-1-butoxi-3-({8-[(3p)-colest-5-en-3-iloxi]octil}oxi)-N, N-dimetilpropan-2-amina:

C44Hg1NO3 HRMS (ESI positiva) M+H, m/z tedrica 672,6289 uma, medida m/z 672,6285 uma. 'H RMN (400 MHz,
CDCI3) & 5,31 (1H, multiplete); 3,51-3,34 (10H, complejo); 3,08 (1H, multiplete); 2,67 (1H, multiplete); 2,33 (6H,
singlete); 2,30 (1H, multiplete); 2,14 (1H, multiplete); 2,00-1,75 (5H, complejo); 1,54-0,81 (52H, complejo); 0,64 (3H,
singlete) ppm.

Compuesto 17: (2S-1-({8-{(3p}-colest-5-en-3-iloxi]octil}oxi)-3-[2,2,3,374,4,5,5,-6,6,7,7,8,8,9,9-
hexadecafluorononil)oxi}-N, N-dimetilpropan-2-amina.

C4oH75F16NO3 HRMS (ESI positiva) M+H, m/z teérica 1030,5564 uma, medida m/z 1030,5506 uma. 'H RMN (500
MHz, CDCls) 6 6,15-5,89 (1H, tt, J = 6,3, 65,0 Hz); 5,30 (1 H, multiplete); 3,95-3,88 (2H, t, J = 16,8 Hz); 3:69 (2H,
multiple); 3,51-3,33 (6H, complejo); 3,08 (1H, multiplete); 2,72 (1H, multiplete); 2,33 (6H, singlete); 2,03 (1H,
multiplete); 2,15 (1H, multiplete); 1,96 (2H, multiplete); 1,80 (3H, multiplete); 1,56-0,82 (45H, complejo); 0,64 (3H,
singlete) ppm.

ENMR (500 MHz, CDCl3) & 119,92 (2F, singlete); -122,40 (6F, singlete); -123,73 (4F, singlete); -129,74 (2F,
singlete); -137,33 a -137,44 (2F, doblete, J = 55,0 Hz) ppm.

Preparacion de 2-amino-2-{[(9Z,12Z)-octadeca-9,12-dien-1-iloxilmetil}propano-1,3-diol. (Compuesto 18)

OH
H

HO OH
HoN:
HoN W N e
OH ’ 1 CsHiy
18

A una disolucion agitada de hidruro de sodio (2,2 g, 55 mmoles) en tolueno (200 ml) a 0°C se afiadi6 lentamente 2-
amino-2-(hidroximetil)propano-1,3-diol (5 g, 41,3 mmoles). La suspension resultante se agité a 0°C durante 1 hora. A
esta mezcla se afiadié mesilato de linoleilo (15 g, 43,5 mmoles), y la mezcla resultante se agité durante 18 horas a
temperatura ambiente. La reaccion se paralizé mediante adicion lenta de alcohol isopropilico, seguido de hielo. La
reaccion se repartid entre éter y agua. Los organicos se lavaron con agua y con salmuera, se secaron sobre sulfato
de magnesio, se filtraron y se evaporaron a vacio. El compuesto del titulo se purific6 mediante cromatografia
ultrarrapida (MeOH/DCM-amoniaco 0-20%) para dar 3,25 g del producto deseado. '"H RMN (400 MHz, CDCl3) & 5,39
(m, 4H), 3,53 (s, 4H), 3,49 (s, 2H), 3,43 (t, J = 6,59 Hz, 2H), 3,41 (s, 2H), 2,78 (t, J = 6,4 Hz, 2H), 2,05 (m, 6H), 1,72
(s ancho, 4H), 1,57 (m, 4H), 1,34 (m, 14H), 0,89 (t, J = 6,78 Hz, 3H).

Preparacion de 2-amino-3-({9-[(3pB,8¢&,9¢,14¢,17€,20¢&)-colest-5-en-3-iloxi]nonil)oxi)-2-{[(9Z,12Z)-octadeca-9,12-dien-
1-iloxi]metil}propan-1-ol. (Compuesto 19)

OH

) OH
o OSSN
O e N TN o e TN e

18 19

A una disoluciéon agitada de 2-amino-2-{[(9Z,12Z)-octadeca-9,12-dien-1-iloxilmetil}propano-1,3-diol (2,7 g, 7,31
mmoles) en tolueno (50 ml) a 0°C se afnadié hidruro de sodio (0,44 g, 11 mmoles) en porciones pequefas. La
suspension resultante se curé durante 30 minutos y se traté con metanosulfonato de 9-[{3B,8¢,9¢,14¢£,17¢,208)-
colest-5-en-3-iloxilnonilo (6,5 g, 11 mmoles). La reaccion se calenté a reflujo durante 24 horas, después se enfrié
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hasta 0°C y se paralizé con agua. La reaccion se repartié entre agua/acetato de etilo, y los organicos se lavaron con
agua y con salmuera, se secaron sobre sulfato de sodio, se filtraron y se evaporaron a vacio. El material bruto se
purific6 mediante cromatografia ultrarrapida (EtOH/EtOAc 0-10%) para proporcionar 0,91 g (14%) del compuesto del
titulo como un aceite incoloro. '"H RMN (400 MHz, CDCls) & 5,36 (m, 4H), 3,50 (d ancho, 2H, 3,42 (m, 8H), 3,15 (m,
1H), 2,85 (m, 1H), 2,77 (t, J = 6,59 Hz, 2H), 2:38 (m, 1H), 2,18 (m, 1H), 2,10-1,80 (complejo, 10H), 1,60-0,80
(complejo, 67H), 0,68 (s, 3H); HRMS (ESI positiva) M+H, m/z tedrica 866,7960 uma, medida m/z 866,7981 uma.

Preparacion de 2-amino-3-({6-[(3B,8¢,9¢,14&,17&,20€)-colest-5-en-3-iloxilhexil}oxi)-2-{[(9Z)-octadec-9-en-1-
illmetil}propan-1-ol. (Compuesto 20)

OH

0\/\\/\/\
o =

20

El Compuesto 20 se prepar6 segun el Esquema general 4 segun se describié para el compuesto 19. HRMS (ESI
positiva) M+H, m/z tedrica 840,7803 uma, medida m/z 840,7808 uma. 'H RMN (400 MHz, CDCls3) & 5,37 (m, 2H),
3,42 (m, 10H), 3,12 (m, 1H), 2,83 (s ancho, 1H), 2,35 (m, 1H), 2,18 (m, 1-H), 2,05-1,78 (complejo, 10H), 1,55-0,85
(complejo, 69H), 0,68 (s, 3H).

INFORMACION ADICIONAL

El Esquema General 1, descrito anteriormente, representa la reaccion de alcoxido de linoleilo, formado en las
condiciones sefialadas, y epiclorohidrina. Nuestra comprension original de esta reaccién fue que ocurrié via un
mecanismo SN2 en el carbono que porta el atomo de haluro, sin cambio en el centro de carbono asimétrico, por
ejemplo como se representa en la sintesis del Compuesto 1. Las modificaciones quimicas subsiguientes del
Compuesto 1, como se representan, conducen al Compuesto 4 con la estereoquimica sin cambiar en esa posicion.
Sin embargo, estudios recientes (experimentos en la reaccién de alcohol linoleilico con S-epiclorohidrina, en
condiciones descritas, condiciones de acido de Lewis y junto con experimentos de dicroismo circular vibracional
(VCD), un método espectroscépico valido para determinar la configuracion absoluta de moléculas quirales (R. K.
Dukor y L. A. Nafie, en Encyclopedia of Analytical Chemistry: Instrumentation and Applications, Ed. R. A. Meyers
(Wiley, Chichester, 2000) 662-676.)), han revelado que la reaccidon se produce via un mecanismo SN2’, es decir,
reaccion en el carbono terminal del epoxido que conduce a la apertura subsiguiente del anillo, seguido de una etapa
de cierre del anillo in situ que conduce a la inversién de la estereoquimica en el carbono asimétrico.
La consecuencia de este hallazgo es que la estereoquimica en los Compuestos 1,3,4-11, y 13-16 esta representada
incorrectamente en el carbono asimétrico, y la representacion correcta es aquella en la que el enlace esta invertido.
Por ejemplo, el Compuesto 1 se deberia de dibujar como se muestra en 1a; 3 se deberia de dibujar como se
muestra en 3a; y 4 se deberia de dibujar como se muestra en 4a; etc.
Para ser claros, los Compuestos-1a, 3a, 4a-11a, y 13a-16a se obtuvieron originalmente y se ensayaron siguiendo
los Esquemas Generales anteriores. Los estudios realizados, como se describen en los Ejemplos 1-3 mas abajo y
mostrados en las Figuras 1-4, utilizaron el Compuesto 9a, no el Compuesto 9.
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Compuesto 17a

(2R)-1-{7-[(3B)-colest-5-en-3-iloxi]heptiloxi}-3-[(4Z)-dec-4-en-1-iloxi]-N, N-dimetilpropan-2-amina (Compuesto
4a);

(2S)-1-{4-[(3B)-colest-5-en-3-iloxi]butoxi}-3-[(4Z)-dec-4-en-1-iloxi]-N,N-dimetilpropan-2-amina  (Compuesto
5a);

1-[(2S)-1-{4-[(3B)-colest-5-en-3-iloxi]butoxi}-3-(octiloxi)propan-2-ilj]guanidina (Compuesto 6a);

1-[(2S)-1-{7-[(3B)-colest-5-en-3-iloxi]heptiloxi}-N,N-dimetil-3-[(9Z,12Z)-octadeca-9,12-dien-1-iloxi]propan-2-
amina (Compuesto 7a);

1-[(2S)-1-{4-[(3B)-colest-5-en-3-iloxi]butoxi}-N,N-dimetil-3-[(9Z,12Z)-octadeca-9,12-dien-1-iloxi]propan-2-
amina (Compuesto 8a);

(2R)-1-({6-[(3pB)-colest-5-en-3-iloxi]hexil}oxi)-N,N-dimetil-3-[(9Z)-octadec-9-en-1-iloxi]propan-2-amina
(Compuesto 9a);

(3B)-3-[6-{[(2R)-3-[(9Z)-octadec-9-en-1-iloxil]-2-(pirrolidin-1-il)propil]oxi}hexil Joxi]colest-5-eno  (Compuesto
10a);

(2S)-1-{4-[(3pB)-colest-5-en-3-iloxi]butoxi}-3-(octiloxi)propan-2-amina (Compuesto 11a);
(2S)-1-({8-[(3p)-colest-5-en-3-iloxi]octil}oxi}-N,N-dimetil-3-(pentiloxi)propan-2-amina (Compuesto 13a);
(2S)-1-({8-[(3p)-colest-5-en-3-iloxi]octil}oxi)-3-(heptiloxi)-N,N-dimetilpropan-2-amina (Compuesto 14a);

(2S)-1-({8-[(3B)-colest-5-en-3-iloxi]octil}oxi)-N,N-dimetil-3-[(2Z)-pent-2-en-1-iloxi]propan-2-amina
(Compuesto 15a); y

(2R)-1-butoxi-3-({8-[(3p)-colest-5-en-3-iloxi]octil}oxi)-N,N-dimetilpropan-2-amina (Compuesto 16a).
COMPOSICION LNP

Descripcion 1 del procedimiento de LNP:

Las nanoparticulas lipidicas (LNP) se preparan mediante un procedimiento de chorro incidente. Las particulas se
forman mezclando volimenes iguales de lipidos disueltos en alcohol con ARNpi disuelto en un amortiguador de
citrato. La disoluciéon lipidica contiene un nuevo lipido catiénico de la presente invencién, un lipido auxiliar
(colesterol) y un lipido de PEG (PEG-DMG) a una concentracion de 5-15 mg/ml con un objetivo de 9-12 mg/ml en un
alcohol (por ejemplo etanol). La relacion de los lipidos tiene un intervalo de porcentaje en moles de 25-98 para el
lipido catiénico con un objetivo de 45-65, el lipido auxiliar tiene un intervalo de porcentaje en moles de 0-75 con un
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objetivo de 30-50, y el lipido de PEG tiene un intervalo de porcentaje en moles de 1-6 con un objetivo de 2-5. La
disolucién de ARNpi contiene una o mas secuencias de ARNpi en un intervalo de concentraciones de 0,7 a 1,0
mg/ml con un objetivo de 0,8-0,9 mg/ml en un amortiguador de citrato de sodio:cloruro de sodio pH 4. Los dos
liquidos se mezclan en una mezcladora de chorro incidente, formando instantdneamente las LNP. El ID tiene un
intervalo de 0,25 a 1,0 mm, y un caudal total de 10-200 ml/min. La combinacion de caudal e ID de tubo tiene un
efecto sobre el control del tamafo de particulas de las LNPs entre 50 y 200 nm. Las LNPs mixtas se mantienen
desde 30 minutos hasta 48 h antes de una etapa de dilucién. La etapa de dilucién comprende un mezclamiento de
chorro incidente similar que diluye instantaneamente las LNP. Este procedimiento usa IDs de tubo que oscilan de 1
mm ID a 5 mm ID y un caudal de 10 a 400 ml/min. Las LNPs se concentran y diafiltran via un procedimiento de
ultrafiltracion en el que se elimina el alcohol y el amortiguador de citrato se intercambia con la disolucion de
amortiguador final, tal como disolucion salina amortiguada con fosfato. El procedimiento de ultrafiltracién usa un
formato de filtracion de flujo tangencial (TFF). Este procedimiento usa un intervalo de corte de pesos moleculares
nominal de membrana de 30-500 KD. El formato de la membrana puede ser fibra hueca o casete de lamina plana.
Los procedimientos de TFF con el corte de pesos moleculares apropiado retienen las LNP en el retenido, y el filtrado
o permeado contiene el alcohol, amortiguador de citrato, desechos del amortiguador final. El procedimiento de TFF
es un procedimiento de multiples etapas con una concentracién inicial hasta una concentracion de ARNpi de 1-3
mg/ml. Tras la concentracion, la disolucion de las LNPs se diafiltra frente al amortiguador final durante 15-20
volumenes para eliminar el alcohol y llevar a cabo el intercambio de amortiguador. EI material se concentra entonces
1-3 veces adicionales. Las etapas finales del procedimiento de LNP son filtrar de forma estéril la disoluciéon de LNP
concentrada e introducir el producto en un vial.

Procedimiento analitico:
1) Concentracion de ARNpi

Las concentraciones de los duplex de ARNpi se determinan mediante cromatografia de liquidos de altas
prestaciones de intercambio aniénico fuerte (SAX-HPLC) usando un sistema Waters 2695 Alliance (Water
Corporation, Milford MA) con un detector 2996 PDA. Las LNPs, de otro modo denominadas como vehiculos de
suministro de ARNi (RDVs), se tratan con 0,5% de Triton X-100 para liberar ARNpi total, y se analizan mediante
separacion con SAX usando una columna Dionex BioLC DNAPac PA 200 (4 x 250 mm) con deteccién de UV a 254
nm. La fase movil esta compuesta de A: 25 mM de NaClO4, 10 mM de Tris, 20% de EtOH, pH 7,0 y B: 250 mM de
NaClO4, 10 mM de Tris, 20% de EtOH, pH 7,0 con gradiente lineal de 0-15 min. y caudal de 1 ml/min. La cantidad de
ARNpi se determina comparando la curva patréon de ARNpi.

2) Tasa de encapsulamiento

El reactivo de fluorescencia SYBR Gold se emplea para la cuantificacion de ARN para monitorizar la tasa de
encapsulamiento de los RDVs. Los RDVs con o sin Triton X-100 se usan para determinar la cantidad de ARNpi libre
y ARNDpi total. El ensayo se lleva a cabo usando un espectrofotometro de microplaca SpectraMax M5e de Molecular
Devices (Sunnyvale, CA). Las muestras se excitan a 485 nm, y la emision de fluorescencia se mide a 530 nm. La
cantidad de ARNpi se determina comparando con la curva patrén de ARNpi.

Tasa de encapsulamiento = (1 — ARNpi libre/ARNpi total) x 100%
3) Tamafio de particulas y polidispersidad

Los RDVs que contienen 1 ug de ARNpi se diluyen hasta un volumen final de 3 ml con 1 x PBS. El tamafio de
particulas y la polidispersidad de las muestras se miden mediante un método de dispersion dinamica de la luz
usando el instrumento ZetaPALS (Brookhaven Instruments Corporation, Holtsville, NY). La intensidad dispersada se
mide con un laser de He-Ne a 25°C con un angulo de dispersion de 90°.

4) Analisis del potencial zeta

Los RDVs que contienen 1 pg de ARNpi se diluyen hasta un volumen final de 2 ml con amortiguador de Tris 1 mM
(pH 7,4). La movilidad electroforética de las muestras se determina usando el instrumento ZetaPALS (Brookhaven
Instruments Corporation, Holtsville, NY) con electrodo y laser de He-Ne como fuente de luz. En el célculo de los
potenciales zeta se adopta el limite Smoluchowski.

5) Analisis de lipidos

Las concentraciones de lipidos individuales se determinan mediante cromatografia de liquidos de altas prestaciones
de fase inversa (RP-HPLC) usando el sistema Waters 2695 Alliance (Water Corporation, Milford-MA) con un detector
de aerosol cargado Corona (CAD) (ESA Biosciences, Inc, Chelmsford, MA). Los lipidos individuales en los RDVs se
analizan usando una columna Agilent Zorbax SB-C18 (50 x 4,6 mm, tamario de particulas 1,8 um) con CAD a 60°C.
La fase movil esta compuesta de A: 0,1% de TFA en H,O y B: 0,1% de TFA en IPA. El gradiente es 75% de fase
movil A'y 25% de fase movil B desde tiempo 0 hasta 0,10 min.; 25% de fase movil A'y 75% de fase mévil B desde
0,10 a 1,10 min.; 25% de fase movil Ay 75% de fase movil B desde 1,10 a 5,60 min.; 5% de fase movil A 'y 95% de
fase movil B desde 5,60 a 8,01 min.; y 75% de fase moévil Ay 25% de fase movil B desde 8,01 hasta 13 min., con
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caudal de 1 ml/min. La concentracién de lipidos individuales se determina comparando la curva patrén con todos los
componentes lipidicos en los RDVs con un ajuste cuadratico de curva. El porcentaje molar de cada lipido se calcula
en base a su peso molecular.

Utilizando el procedimiento de LNP descrito anteriormente, se identificaron LNPs especificos con las siguientes
relaciones y ARNpi:

Composiciéon nominal:
Lipido catiénico/colesterol/PEG-DMG 60/38/2.
ARNpi de Luc
5-iB-AUAAGGCUAUGAAGAGAUATT-B 3’ (SEC.ID.NO.:1)
3’-UUUAUUCCGAUACUUCUCUAU-5 (SEC.ID.NO.:2)
AUGC - Ribosa
iB — Desoxi abasico invertido
UC - 2’ Fluoro
AGT - 2’ Desoxi
AGU - 2°0OCH3
Lipido catiénico /colesterol/PEG-DMG 60/38/2
ARNpi de ApoB
5-iB-CUUUAACAAUUCCUGAAAUTT-B (SEC ID NO.:3)
3-UUGAAAUUGUUAAGGACUUUA-5’ (SEQ ID NO.:4)
AUGC - Ribose
iB - Desoxi abasico invertido
UC - 2’ Fluoro
AGT - 2’ Desoxi
AGU - 2’-OCH3s
Descripcion 2 del procedimiento de LNP:

Las nanoparticulas lipidicas (LNP) se preparan mediante un procedimiento de chorro incidente. Las particulas se
forman mezclando lipidos disueltos en alcohol con ARNpi disuelto en un amortiguador de citrato. La relacion de
mezclamiento de lipidos a ARNpi se centran en 45-55% de lipido y 65-45% de ARNpi. La disolucion lipidica contiene
un nuevo lipido catidnico de la presente invencion, un lipido auxiliar (colesterol), lipido de PEG (por ejemplo PEG-C-
DMA, PEG-DMG), y DSPC a una concentracion de 5-15 mg/ml con un objetivo de 9-12 mg/ml en un alcohol (por
ejemplo etanol). La relacion de los lipidos tiene un intervalo de porcentaje en moles de 25-98 para el lipido catidnico
con un objetivo de 35-65, el lipido auxiliar tiene un intervalo de porcentaje en moles de 0-75 con un objetivo de 30-
50, el lipido de PEG tiene un intervalo de porcentaje en moles de 1-15 con un objetivo de 1-6, y el DSPC tiene un
intervalo de porcentaje en moles de 0-15 con un objetivo de 0-12. La disolucién de ARNpi contiene una o mas
secuencias de ARNpi en un intervalo de concentraciones de 0,3 a 1,0 mg/ml con un objetivo de 0,3-0,9 mg/ml en
una disolucion salina amortiguada con citrato de sodio con pH en el intervalo de 3,5-5. Los dos liquidos se
calentaron hasta una temperatura en el intervalo de 15-40°C, con un objetivo de 30-40°C, y después se mezclaron
en una mezcladora de chorro incidente, formando instantaneamente las LNP. El ID tiene un intervalo de 0,25 a 1,0
mm, y un caudal total de 10-600 ml/min. La combinacién de caudal e ID de tubo tiene un efecto sobre el control del
tamafio de particulas de las LNPs entre 30 y 200 nm. La disolucion se mezcla entonces con una disolucion
amortiguada a un pH mayor con una relacién de mezclamiento en el intervalo de 1:1 a1:3 vol:vol pero con un
objetivo de 1:2 vol:vol. Esta disolucion amortiguada esta a una temperatura en el intervalo de 15-40°C, con un
objetivo de 30-40°C. Las LNPs mixtas se mantienen desde 30 minutos hasta 2 h antes de una etapa de filtracion de
intercambio anidénico. La temperatura durante la incubacién esta en el intervalo de en el intervalo de 15-40°C, con un
objetivo de 30-40°C. Tras la incubacion, la disolucion se filtra a través de un filtro de 0,8 um que contiene una etapa
de separacion de intercambio anidnico. Este procedimiento usa IDs de tubo que oscilande 1 mmID a5 mm ID y un
caudal de 10 a 2000 ml/min. Las LNPs se concentran y diafiltran via un procedimiento de ultrafiltracion en el que se
elimina el alcohol y el amortiguador de citrato se intercambia con la disolucién de amortiguador final, tal como
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disolucién salina amortiguada con fosfato. El procedimiento de ultrafiltracion usa un formato de filtracion de flujo
tangencial (TFF). Este procedimiento usa un intervalo de corte de pesos moleculares nominal de membrana de 30-
500 KD. El formato de la membrana puede ser fibra hueca o casete de lamina plana. Los procedimientos de TFF con
el corte de pesos moleculares apropiado retienen las LNP en el retenido, y el filtrado o permeado contiene el alcohol,
amortiguador de citrato, desechos del amortiguador final. El procedimiento de TFF es un procedimiento de multiples
etapas con una concentracion inicial hasta una concentracion de ARNpi de 1-3 mg/ml. Tras la concentracion, la
disolucién de las LNPs se diafiltra frente al amortiguador final durante 10-20 voliumenes para eliminar el alcohol y
llevar a cabo el intercambio de amortiguador. El material se concentra entonces 1-3 veces adicionales. Las etapas
finales del procedimiento de LNP son filtrar de forma estéril la disoluciéon de LNP concentrada e introducir el producto
en un vial.

EJEMPLO 1
Evaluacion de eficacia y toxicidad in vivo de ratdon

Las LNPs que utilizan Compuesto 9 o 12, en las composiciones nominales descritas inmediatamente antes, se
evaluaron para determinar la eficacia in vivo y la induccién de citocinas inflamatorias en un modelo de ratén de
luciferasa. EI ARNpi se dirige al transcrito de ARNm para el gen de luciferasa de luciérnaga (Photinus pyralis)
(numero de acceso M15077). La secuencia primaria y el patron de modificacion quimica del ARNpi de luciferasa se
muestran anteriormente. El modelo de luciferasa in vivo emplea un ratéon transgénico en el que la secuencia
codificante de luciferasa de luciérnaga esta presente en todas las células. Ratones transgénicos ROSA26- LoxP-
Stop-LoxP-Luc (LSL-Luc) autorizados del Dana Farber Cancer Institute son inducidos a expresar el gen de luciferasa
eliminando en primer lugar la secuencia de LSL con un virus Ad-Cre recombinante (Vector Biolabs). Debido a la
naturaleza organotropica del virus, la expresion esta limitada al higado cuando se suministra mediante inyeccion en
la vena de la cola. Los niveles de expresion de luciferasa en el higado se cuantifican midiendo la produccion de luz,
usando un formador de imagenes IVIS (Xenogen) tras la administracién del sustrato luciferina (Caliper Life
Sciences). Los niveles de luminiscencia antes de la dosis se miden antes de la administracion de los RDVs. La
luciferina en PBS (15 mg/ml) se inyecta intraperitonealmente (IP) en un volumen de 150 ul. Tras un periodo de
incubacion de cuatro minutos, los ratones se anestesian con isoflurano y se colocan en el formador de imagenes
IVIS. Los RDVs (que contienen ARNpi) en el vehiculo PBS se inyectaron en la vena de la cola en un volumen de 0,2
ml. Los niveles de dosis finales oscilaron de 0,3 a 3 mg/kg de ARNpi. Como control, se dosifico vehiculo PBS solo.
Tres horas después de la dosis, los ratones se sangraron retroorbitalmente para obtener plasma para el analisis de
citocinas. Se formaron imagenes de los ratones 48 horas tras la dosis usando el método descrito anteriormente. Los
cambios en la produccién de luz por luciferina se correlacionan con los niveles de ARNm de luciferasa y representan
una medida indirecta de la actividad de ARNpi de luciferasa. Los resultados de la eficacia in vivo se expresan como
% de inhibiciéon de luminiscencia con respecto a niveles de luminiscencia previos a la dosis. Los niveles de citocinas
plasmaticas se determinaron usando la matriz quimioluminiscente de citocinas multiplexada SearchLight
(Pierce/Thermo). La administraciéon sistémica de los RDVs con ARNpi de luciferasa disminuyo la expresion de
luciferasa de una manera dependiente de la dosis. Se observé una mayor eficacia en ratones a los que se les
dosificaron compuestos 9 que contienen RDVs que con el RDV que contiene el lipido catiénico octil-CLInDMA,
Compuesto 12, (Tabla 1 y Figura 2). Los RDVs que contienen el Compuesto 9 y 12 aumentaron significativamente
los niveles plasmaticos de raton de las citocinas IL-6 y mKC con respecto al control de PBS. Sin embargo, la
induccion media de citocinas fue menor en los animales dosificados con el RDV que contiene el Compuesto 9, con
respecto al RDV que contiene el Compuesto 12 (Figura 1).

Tabla 1: Datos de eficacia in vivo de ratén. % de inhibicion media de bioluminiscencia por LNPs preparados a partir
de los compuestos 9y 12

Compuesto 9 Compuesto 12
0.1 mg Kg”~ 0.3mg Kg" 1.0 mg Kg™ 0.1 mg Kg”~ 0.3mg Kg" 1.0 mg Kg™
80 89 91 54 74 88
EJEMPLO 2

Evaluacion de eficacia y toxicidad in vivo de rata

Las LNPs que utilizan los Compuestos 9 0 12 en las composiciones nominales descritas anteriormente se evaluaron
para determinar la eficacia in vivo y los incrementos en alanina aminotransferasa y aspartato aminotransferasa en
ratas hembra Sprague-Dawley (Crl:CD(SD)) (Charles River Labs). EI ARNpi selecciona como diana el transcrito de
ARNmM para el gen ApoB (numero de acceso NM 019287). La secuencia primaria y el patron de modificacion quimica
del ARNpi de ApoB se presentan anteriormente. Los RDVs (que contienen ARNpi) en vehiculo PBS se inyectaron en
la vena de la cola en un volumen de 1 a 1,5 ml. La velocidad de infusiéon es aproximadamente 3 mi/min. En cada
grupo de dosificacion se usaron cinco ratas. Tras la administracion de las LNP, las ratas se colocaron en jaulas con
dieta normal y agua. Seis horas después de la dosis, se retiré la comida de las jaulas. La necropsia de los animales
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se llevé a cabo 24 horas tras la dosificacion de las LNP. Las ratas se anestesiaron en isoflurano durante 5 minutos,
después se mantuvieron bajo anestesia colocandolas en conos de nariz que continuaban suministrando el isoflurano
hasta que se termind la exsanguinacion. La sangre se recoge de la vena cava usando un conjunto de venipuncion
de mariposa de calibre 23, y se distribuyeron en alicuotas a tubos al vacio separadores del suero para el analisis
quimico del suero. Se tomaron punciones del I6bulo hepatico caudado cortado y se colocan en ARNLater (Ambion)
para el analisis del ARNm. El tejido hepatico conservado se homogeneizd, y se aisl6 ARNm total usando un molino
de perlas de Qiagen y el kit de aislamiento de ARN de Qiagen miRNA-Easy siguiendo las instrucciones del
fabricante. Los niveles hepaticos de ARNm de ApoB se determinaron mediante RT-PCR cuantitativa. El mensaje se
amplificé a partir de ARN purificado utilizando un conjunto de sondas comercial de ApoB de rata (nimero de
catalogo de Applied Biosystems RN01499054_ml). La reaccion de PCR se llevo a cabo en un instrumento ABI 7500
con un Fast Block de 96 pocillos. El nivel de ARNm de ApoB se normaliza al ARNm de PPIB (NM 011149) de
mantenimiento. Los niveles de ARNm de PPIB se determinaron mediante RT-PCR usando un conjunto de sondas
comercial (numero de catalogo de Applied Biosytems Mm00478295_ml). Los resultados se expresan como una
relacion de ARNm de ApoB/ARNmM de PPIB. Todos los datos de ARNm se expresan con respecto a la dosis de
control de PBS. Los analisis de ALT y AST del suero se llevaron a cabo en el Siemens Advia 1800 Clinical Chemistry
Analyzer utilizando los reactivos de alanina aminotransferasa (numero de catalogo 03039631) y aspartato
aminotransferasa (numero de catalogo 03039631) de Siemens. Los RDVs que emplean ambos Compuestos 9 y 12
presentaron niveles similares de reduccion de ARNm de ApoB a la dosis de 1 mpk (Figura 3). Se observd un
incremento en LFTs para ambos RDVs, con respecto a ratas a las que se les dosificd el control de PBS (Figura 3).
Mientras que los niveles de ALT aumentaron en mayor grado en ratas a las que se les dosifico el RDV del
Compuesto 9, los niveles de AST aumentaron mas fuertemente con el RDV del Compuesto 12 (Figura 3).

EJEMPLO 3
Evaluacion de eficacia y toxicidad in vivo de mono Rhesus

Las LNPs que utilizan los Compuestos 9 0 12 en las composiciones nominales descritas anteriormente se evaluaron
para determinar la eficacia in vivo y los incrementos de alanina aminotransferasa (ALT) y aspartato aminotransferasa
(AST) en monos Macaca mulatta (rhesus) machos o hembras. EI ARNpi selecciona como diana el transcrito de
ARNmM para el gen ApoB (numero de acceso XM 001097404). La secuencia primaria y el patron de modificacion
quimica del ARNpi de ApoB se presenta anteriormente. Los RDVs (que contienen ARNpi) en vehiculo de PBS se
administraron mediante inyeccion intravenosa en la vena safena a una velocidad de inyeccion de 20 ml/minuto a un
nivel de dosis de 3,6 mg/kilogramo de ARNpi. Los voliumenes de inyeccion fueron de 1,9 a 2,1 ml/kilogramo, y el
peso de los monos oscilé de 2,5 a 4,5 kilogramos. Cada RDV o control de PBS se administré6 a dos monos. En
multiples dias después de la dosis, se extrajeron muestras de sangre de 1 ml de la arteria femoral para el analisis
quimico del suero. Los monos ayunaron toda la noche antes de las extracciones de sangre. Los analisis de ALT y
AST del suero se llevaron a cabo en el Siemens Advia 1800 Clinical Chemistry Analyzer utilizando los reactivos
alanina aminotransferasa (numero de catalogo 03039631) y aspartato aminotransferasa (nimero de catalogo
03039631) de Siemens. Como medida de la eficacia, LDL-C se monitorizé como marcador sustituto de la reduccion
de ARNm de ApoB aguas abajo. A los ocho dias después de la administracién sistémica, los RDVs que contienen
los Compuestos 9 o 12 redujeron los niveles séricos de LDL-C a menos de 50% de los niveles antes de la dosis
(Figura 4). EI RDV que contiene el Compuesto 9 redujo los niveles de LDL-C en mayor medida que el RDV que
contiene el Compuesto 12 (media: -63% frente a -53%). ALT y AST se evaluaron con respecto a valores previos a la
dosis en monos tratados con los dos RDVs de los Compuestos 9 y 12 (Figura 4). La elevacion de ALT fue
aproximadamente equivalente para ambos RDVs, pero AST se elevo hasta un nivel notablemente mayor en el RDV
que contiene el Compuesto 12.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Merck Sharp & Dohme Corp.
Cameron, Mark
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REIVINDICACIONES

1. Un lipido catiénico de Férmula A:

R1 R ow-o
.N{ 'p

R2 o-Y

en la que:
pes1as§;

R’ y R? se seleccionan independientemente de H, alquilo (C4-C10), heterociclilo, y poliamina, en los que dicho
heterociclilo y poliamina estan opcionalmente sustituidos con uno a tres sustituyentes seleccionados de R4, o
R' y R? se pueden tomar junto con el nitrégeno al que estan unidos para formar un heterociclo monociclico
con 4-7 miembros que contiene opcionalmente, ademas del nitrégeno, uno o dos heteroatomos adicionales
seleccionados de N, O y S, estando dicho heterociclo monociclico opcionalmente sustituido con uno a tres
sustituyentes seleccionados de R4;

R® se selecciona de H y alquilo (C+-Cg), estando dicho alquilo opcionalmente sustituido con uno a tres
sustituyentes seleccionados de R4,

R* se selecciona independientemente de halégeno, OR5, SR5, CN, CO,R® y CON(R5)2;
R® se selecciona independientemente de H, alquilo (C1-C1o) y arilo; e
Y es un alquilo (C4-Cs2), perfluoroalquilo (C4-C52), o un alquenilo (Cs-Cz2);
o cualquier sal farmacéuticamente aceptable o estereocisomero de los mismos.
2. Un lipido cationico de Férmula A segun la reivindicacion 1, en el que:
pes1as§;
R
N
RZ

se selecciona de:

N, N8 odng ONE ONE N h}:é' N

; ke,
. NH N H H-
N M N« HN= HzNJ‘[N’ﬂNw/‘hﬁ? HoN e N~ p
= 2 Hg HIS H |, H 27 H?Hr
~ L i j t v, 1
—NuN—\_:Ii-‘ /NNpr;J\ NN, .
nes1a10;
R3esH; e

Y es un alquilo (C4-Cs2), perfluoroalquilo (C4-C52), o un alquenilo (Cs-Cz);
o cualquier sal farmacéuticamente aceptable o estereoisémero del mismo.
3. Un lipido catiénico segun la reivindicacion 1, que se selecciona de:

(2S)-1-{7-[(3pB)-colest-5-en-3-iloxi]heptiloxi}-3-[{4Z)-dec-4-en-1-iloxi]-N, N-dimetilpropan-2-amina  (Compuesto
4);

(2R)-1-{4-[(3B)-colest-5-en-3-iloxi]butoxi}-3-[(4Z)-dec-4-en-1-iloxi]-N,N-dimetilpropan-2-amina (Compuesto 5);
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1-[(2R)-1-{4-[(3pB)-colest-5-en-3-iloxi]butoxi}-3-(octiloxi)propan-2-iljguanidina (Compuesto 6);

1-[(2R)-1-{7-[(3pB)-colest-5-en-3-iloxi]heptiloxi}-N,N-dimetil-3-[(9Z,12Z)-octadeca-9,12-dien-1-iloxi]propan-2-
amina (Compuesto 7);

1-[(2R)-1-{4-[(3pB)-colest-5-en-3-iloxi]butoxi)-N,N-dimetil-3-[(9Z,12Z)-octadeca-9, 12-dien-1-iloxi]propan-2-
amina (Compuesto 8);

(2S)-1-({6-[(3B))-colest-5-en-3-iloxi]hexil}oxi)-N,N-dimetil-3-[(9Z)-octadec-9-en-1-iloxi]propan-2-amina
(Compuesto 9);

(3B)-3-[6-{[(2S)-3-[(9Z)-octadec-9-en-1-iloxil]-2-(pirrolidin-1-il)propil]oxi}hexil)oxi]colest-5-eno (Compuesto 10);
(2R)-1-{4-[(3B)-colest-5-en-3-iloxi]butoxi}-3-(octiloxi)propan-2-amina (Compuesto 11);
(2R)-1-({8-[(3p)-colest-5-en-3-iloxi]octil}oxi)-N,N-dimetil-3-(pentiloxi)propan-2-amina (Compuesto 13);
(2R)-1-({8-[(3p)-colest-5-en-3-iloxi]octil}oxi)-3-(heptiloxi)-N,N-dimetilpropan-2-amina (Compuesto 14);

(2R)-1-({8-[(3pB)-colest-5-en-3-iloxi]octil}oxi)-N,N-dimetil-3-[(2Z)-pent-2-en-1-iloxi]propan-2-amina (Compuesto
15);

(2S)-1-butoxi-3-({8-[(3p)-colest-5-en-3-iloxi]octil}oxi)-N,N-dimetilpropan-2-amina (Compuesto 16);

(2S-1-({8-[(3p)-colest-5-en-3-iloxi]octil}oxi)-3-[2,2,3,3,4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9-hexadecafluorononil)oxi]-N,N-
dimetilpropan-2-amina (Compuesto 17);

2-amino-3-({9-[(3B,8¢,9¢,14¢,17¢,20€)-colest-5-en-3-iloxilnonil}oxi)-2-{[(9Z,12Z)-octadeca-9,12-dien-1-
iloxilmetil}propan-1-ol (Compuesto 19); y

2-amino-3-({6-[(3B,8¢,9¢,14¢,17¢,20&)-colest-5-en-3-iloxilhexil}oxi)-2-{[(9Z)-octadec-9-en-1-iloxi]metil}propan-
1-ol (Compuesto 20);

o cualquier sal farmacéuticamente aceptable o estereoisémero del mismo.

4. Un lipido catioénico segun la reivindicacion 1, que se selecciona de:

(2R)-1-{7-[(3B)-colest-5-en-3-iloxi]heptiloxi}-3-[(4Z)-dec-4-en-1-iloxi]-N,N-dimetilpropan-2-amina (Compuesto
4a);

(2S)-1-{4-[(3pB)-colest-5-en-3-iloxi]butoxi}-3-[(4Z)-dec-4-en-1-iloxi]-N,N-dimetilpropan-2-amina  (Compuesto
5a);

1-[(2S)-1-{4-[(3B)-colest-5-en-3-iloxi]butoxi}-3-(octiloxi)propan-2-iljlguanidina (Compuesto 6a);

1-[(2S)-1-{7-[(3B)-colest-5-en-3-iloxi]heptiloxi}-N,N-dimetil-3-[(9Z,12Z)-octadeca-9,12-dien-1-iloxi]propan-2-
amina (Compuesto 7a);

1-[(2S)-1-{4-[(3B)-colest-5-en-3-iloxi]butoxi}-N,N-dimetil-3-[(9Z,12Z)-octadeca-9,12-dien-1-iloxi]propan-2-
amina (Compuesto 8a);

(2R)-1-({6-[(3pB)-colest-5-en-3-iloxi]hexil}oxi)-N,N-dimetil-3-[(9Z)-octadec-9-en-1-iloxi]propan-2-amina
(Compuesto 9a);

(3B)-3-[6-{[(2R)-3-[(9Z)-octadec-9-en-1-iloxil]-2-(pirrolidin-1-il)propilloxi}hexil)oxi]colest-5-eno  (Compuesto
10a);

(2S)-1-{4-[(3pB)-colest-5-en-3-iloxi]butoxi}-3-(octiloxi)propan-2-amina (Compuesto 11a);
(2S)-1-({8-[(3p)-colest-5-en-3-iloxi]octil}oxi}-N,N-dimetil-3-(pentiloxi)propan-2-amina (Compuesto 13a);
(2S)-1-({8-[(3p)-colest-5-en-3-iloxi]octil}oxi)-3-(heptiloxi)-N,N-dimetilpropan-2-amina (Compuesto 14a);

(2S)-1-({8-[(3B)-colest-5-en-3-iloxi]octil}oxi)-N,N-dimetil-3-[(2Z)-pent-2-en-1-iloxi]propan-2-amina
(Compuesto 15a); y

(2R)-1-butoxi-3-({8-[(3p)-colest-5-en-3-iloxi]octil}oxi)-N,N-dimetilpropan-2-amina (Compuesto 16a).
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5. El lipido catiénico segun la reivindicacion 1, que es:

(2S)-1-({6-[(3B))-colest-5-en-3-iloxi]hexil}oxi)-N,N-dimetil-3-[(9Z)-octadec-9-en-1-iloxi]propan-2-amina
(Compuesto 9);

o cualquier sal farmacéuticamente aceptable o estereocisémero del mismo.

6. El lipido catidnico segun la reivindicacion 1, que es:

(2R)-1-({6-[(3pB)-colest-5-en-3-iloxilhexil}oxi)-N,N-dimetil-3-[(9Z)-octadec-9-en-1-iloxi]propan-2-amina
(Compuesto 9a).

25



ES 2579936 T3

Induccion de citocinas in vivo de ratén
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Eficacia in vivo Y LFTs de rata
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Eficacia in vivo y LFTs de Rhesus
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