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DESCRIPCION
Métodos y composiciones para administracion de acidos nucleicos

La presente invencion se refiere a particulas de lipidos que comprenden un primer lipido catiénico, un segundo lipido
catiénico, un lipido neutro, y un lipido de PEG capaz de reducir la agregacion; donde el primer lipido catiénico y el
segundo lipido catiénico cada uno tienen un pKa que difiere del pKa combinado en al menos 0,1 unidades pKa, al
menos 0,2 unidades pKa, o al menos 0,3 unidades pKa. Ademas, la presente invencién se refiere a composiciones
farmacéuticas que comprenden dichas particulas de lipidos, y usos de estos.

Los acidos nucleicos terapéuticos incluyen, por ejemplo, ARN de interferencia pequefio (ARNip), micro ARN
(miARN), oligonucleétidos antisentido, ribozimas, plasmidos, acidos nucleicos inmunoestimulantes, antisentido,
antagomir, antimir, imitacion de microARN, supermir, adaptador U1 y aptamero. Estos acidos nucleicos actuan
mediante una variedad de mecanismos. En el caso de ARNip o miARN, estos acidos nucleicos pueden regular por
diminucion los niveles intracelulares de proteinas especificas a través de un proceso denominado interferencia de
ARN (ARN:i). Después de la introduccién de ARNip o miARN en el citoplasma celular, estas construcciones de ARN
de cadena doble se pueden unir a una proteina denominada RISC. La cadena de sentido de ARNip o miARN se
desplaza del complejo RISC proporcionando un modelo dentro de RISC que puede reconocer y unir ARNm con una
secuencia complementaria a aquella del ARNip o miARN unido. Habiendo unido el ARNm complementario, el
complejo RISC escinde el ARNm vy libera las cadenas escindidas. iARN puede proporcionar una regulacion por
disminucién de proteinas especificas fijando como objetivo la destruccion especifica del ARNm correspondiente que
codifica la sintesis de proteinas.

Estas aplicaciones terapéuticas de iARN son extremadamente amplias, dado que las construcciones de ARNip y
miARN pueden sintetizarse con cualquier secuencia de nucleétidos dirigida contra una proteina objetivo. A la fecha,
las construcciones de ARNip han demostrado la capacidad de regular por disminucién especificamente las proteinas
objetivo tanto en modelos in vitro como in vivo. Ademas, las construcciones de ARNip estan actualmente siendo
evaluadas en estudios clinicos.

Sin embargo, dos problemas que afrontan las construcciones de ARNip y miARN hoy en dia son, en primer lugar, su
susceptibilidad a la digestion de nucleasa en plasma, y en segundo lugar, su capacidad limitada para obtener acceso
al compartimiento intracelular donde se pueden unir a RISC al ser administradas sistematicamente como los ARNip
y miARN libres. Estas construcciones de doble cadena pueden estabilizarse mediante la incorporacion de enlaces
de nucleétidos modificados quimicamente dentro de la molécula, por ejemplo, grupos fosfotioato. Sin embargo, estas
modificaciones quimicas proporcionan solo una proteccion limitada de la digestion de nucleasa y pueden disminuir la
actividad de la construccion. La administracion intracelular de ARNip y miARN puede verse facilitada mediante el
uso de sistemas portadores tales como polimeros, liposomas catidnicos o mediante la modificacién quimica de la
construccion, por ejemplo mediante la unién covalente de moléculas de colesterol. Sin embargo, se necesitan
sistemas de administracion mejorados para aumentar la potencia de moléculas ARNip y miARN y reducir o eliminar
que se requiera la modificacién quimica.

Los oligonucledtidos antisentido y los ribosomas también pueden inhibir la traduccién del ARNm en la proteina. En el
caso de las construcciones antisentido, estos acidos desoxinucleicos de cadena simple tienen una secuencia
complementaria al ARNm de la proteina objetivo y pueden unirse al ARNm mediante el apareamiento de bases
Watson-Crick. Esta unién o previene la traduccion del ARNm objetivo y/o provoca la degradacion de RNasa H de las
transcripciones de ARNm. Como consecuencia, los oligonucleétidos antisentido tienen un potencial formidable para
la especificidad de la accion (es decir, una regulacion por disminucién de una proteina especifica relacionada con
una enfermedad). A la fecha, estos compuestos han mostrado prometer en varios modelos in vitro e in vivo, que
incluyen los modelos de enfermedad inflamatoria, cancer y VIH (examinado en Agrawal, Trends in Biotech. 14:376-
387 (1996)). Los antisentidos también pueden afectar la actividad celular mediante la hibridacion en especial con
ADN cromosomal. Evaluaciones clinicas avanzadas en humanos sobre distintos farmacos antisentido estan hoy en
dia en camino. Los objetivos para estos farmacos incluyen genes de bcl2 y apoliproteina B y productos de ARNm.

Los acidos nucleicos inmunoestimuladores incluyen acidos desoxirribonucleicos y acidos ribonucleicos. En el caso
de los acidos desoxirribonucleicos, ciertas secuencias o motivos han demostrado que producen una estimulacion
inmunitaria en los mamiferos. Estas secuencias o motivos incluyen el motivo CpG, secuencias ricas en pirimidina y
secuencias palindromicas. Se cree que el motivo CpG en acidos desoxiribonucleicos esta especificamente
reconocido por el receptor endosomal, receptor de tipo Toll 9 (TLR-9) que luego provoca tanto la via de estimulacion
inmune innata como adquirida. Ciertas secuencias de acido ribonucleico inmunoestimuladoras también fueron
reportadas. Se cree que estas secuencias de ARN provocan la activacion inmune mediante la uniéon de receptores
de tipo Toll 6 y 7 (TLR-6 and TLR-7). Ademas, el ARN de doble cadena también se reporta como inmunoestimulador
y se cree que activa mediante la union a TLR-3.

Un problema bien conocido con el uso de acidos nucleicos terapéuticos se refiere a la estabilidad del enlace
internucledtido fosfodiéster y la susceptibilidad de este enlace a las nucleasas. La presencia de exonucleasas y
endonucleasas en suero resulta en la rapida digestion de acidos nucleicos que poseen enlaces fosfodiéster y, por
tanto, los acidos nucleicos terapéuticos pueden tener semividas muy cortas en presencia de suero o dentro de las
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células. (Zelphati, O., et al., Antisense. Res. Dev. 3:323-338 (1993); y Thierry, AR., et al., pp147-161 en Gene
Regulation: Biology of Antisense RNA and DNA (Eds. Erickson, RP and Izant, JG; Raven Press, NY (1992)). El acido
nucleico terapéutico que esta siendo actualmente desarrollado no emplea la quimica de fosfodiéster basico que se
encuentra en acidos nucleicos naturales debido a estos y otros problemas conocidos.

Este problema ha sido superado parcialmente por modificaciones quimicas que reducen el suero o la degradacion
intracelular. Las modificaciones han sido probadas en el puente de fosfodiéster internucleétido (por ejemplo, usando
enlaces de fosforotioato, metilfosfonato o fosforamidato), en la base nucleétida (por ejemplo, 5-propinil-pirimidinas),
o en el azlcar (por ejemplo, aztcares modificados en 2') (Uhlmann E., et al. Antisense: Chemical Modifications.
Encyclopedia of Cancer, Vol. X., pp 64-81 Academic Press Inc. (1997)). Otros han intentado mejorar la estabilidad
usando enlaces de azucar 2'-5' (ver, por ejemplo, la patente estadounidense n.° 5.532.130). Se han intentado otros
cambios. Sin embargo, ninguna de esas soluciones han probado ser enteramente satisfactorias y los acidos
nucleicos terapéuticos libres in vivo todavia solo tienen eficacia limitada.

Ademas, como se menciond anteriormente con respecto al ARNip y miARN, aun hay problemas con la capacidad
limitada de los acidos nucleicos terapéuticos para cruzar las membranas celulares (ver, Vlassov, et al., Biochim.
Biophys. Acta 1197:95-1082 (1994)) y en los problemas asociados con la toxicidad sistémica, tal como la anafilaxia
mediada por el complemento, propiedades coaguladoras alteradas y citopenia (Galbraith, et al., Antisense Nucl. Acid
Drug Des. 4:201-206 (1994)).

Para intentar mejorar la eficacia, los investigadores también han empleado sistemas portadores basados en lipidos
para administrar acidos nucleicos terapéuticos modificados o no modificados quimicamente. En Zelphati, O and
Szoka, F.C., J. Contr. Rel. 41:99-119 (1996), los autores se refieren al uso de liposomas (convencionales) anidnicos,
liposomas sensibles al pH, inmunoliposomas, liposomas fusogénicas y agregados lipidicos catidnicos/antisentido. De
manera similar, se administré sistémicamente ARNip en liposomas cationicos, y se demostré que estas particulas de
acido nucleico-lipido proporcionan una regulacién por disminucién mejorada de proteinas objetivo en mamiferos que
incluyen primates no humanos (Zimmermann et al., Nature 441: 111-114 (2006)).

En este contexto, US 2006/0002991 A1 describe un lipido catiénico sensible al pH asi como liposomas respectivos.

A pesar de este progreso, todavia existe una necesidad en la técnica de composiciones de acido nucleico
terapéutico-lipido mejoradas que son adecuadas para el uso terapéutico general. Preferentemente, estas
composiciones encapsularian los acidos nucleicos con alta eficacia, tienen altas relaciones farmaco:lipido, protegen
el acido nucleico encapsulado de la degradaciéon y depuracion en suero, son adecuados para la administracion
sistémica y proporcionan una administracion intracelular del acido nucleico encapsulado. Ademas, estas particulas
de lipido-acido nucleico deberian ser bien toleradas y proporcionar un indice terapéutico adecuado de forma tal que
el tratamiento del paciente con una dosis efectiva del acido nucleico no se asocie con la considerable toxicidad y/o
riesgo para el paciente. En la presente se describen tales composiciones, métodos para la elaboracion de las
composiciones y métodos para usar las composiciones para introducir acidos nucleicos en las células, que incluye el
tratamiento de enfermedades.

La presente invencion se refiere a los siguientes puntos:

1. Una particula de lipido que comprende un primer lipido catiénico, un segundo lipido catiénico, un lipido neutro, y
un lipido de PEG capaz de reducir la agregacion; donde el primer lipido catiénico y el segundo lipido catiénico son
cada uno, independientemente, seleccionados de los lipidos de la Tabla 9, y las versiones cuaternizadas de estas, y
donde el primer lipido cationico y el segundo lipido catidnico cada uno tienen un pKa que difiere del pKa combinado
en al menos 0,1 unidades pKa, al menos 0,2 unidades pKa, o al menos 0,3 unidades pKa.

2. La particula de lipido del punto 1, donde el lipido neutro se selecciona de DSPC, DPPC, POPC, DOPE, o
esfingomielina (SM); y la particula de lipido comprende ademas un esterol.

3. La particula de lipido del punto 2, donde el primer lipido catiénico esta presente en una relacion molar de 0 % a 60
% y el segundo lipido catidnico esta presente en una relacién molar de 0 % a 60 %, siempre y cuando la relacién
molar de todos los lipidos catidnicos en la particula sea entre 20 % y 60 %; el lipido neutro esta presente en una
relacion molar de 5 % a 25 %; el esterol esta presente en una relacion molar de 25 % a 55 %; y el lipido PEG es
PEG-DMA, PEG-DMG, o una combinacioén de estos, y esta presente en una relacion molar de 0,5 % a 15 %.

4. La particula de lipido del punto 1, que comprende ademas un agente terapéutico, donde el agente terapéutico es
un acido nucleico que se selecciona del grupo que consiste en un plasmido, un oligonucleétido inmunoestimulador,
un ARNip, un oligonucledtido antisentido, un microARN, un antagomir, un aptamero y una ribozima.

5. Una composicion farmacéutica que comprende una particula de lipido del punto 4 y un portador
farmacéuticamente aceptable.

6. La composiciéon farmacéutica del punto 5 para usar en el tratamiento de una enfermedad o trastorno caracterizado
por la sobreexpresion de un polipéptido en un sujeto, donde el agente terapéutico es un acido nucleico que se
selecciona del grupo que consiste en un ARNip, un microARN, y un oligonucleétido antisentido, y donde el ARNip,
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microARN, u oligonucleétido antisentido incluye un polinucleétido que se une especificamente a un polinucleétido
que codifica el polipéptido o un complemento de este.

7. La composicién farmacéutica del punto 5 para usar en el tratamiento de una enfermedad o trastorno que se
caracteriza por la subexpresion de un polipéptido en un sujeto, donde el agente terapéutico es un plasmido que
codifica el polipéptido o una variante funcional o fragmento de este.

8. La composicion farmacéutica del punto 5 para usar para inducir una respuesta inmunitaria en un sujeto, donde el
agente terapéutico es un oligonucleétido inmunoestimulador.

9. La particula de lipido del punto 4 para usar en la modulacion de la expresion de un gen objetivo en una célula.

10, La particula de lipido para usar del punto 9, donde el gen objetivo se selecciona del grupo que consiste en el
Factor VII, Eg5, PCSK9, TPX2, apoB, SAA, TTR, RSV, gen PDGF beta, gen Erb-B, gen Src, gen CRK, gen GRB2,
gen RAS, gen MEKK, gen JNK, gen RAF, gen Erk1/2, gen PCNA(p21), gen MYB, gen JUN, gen FOS, gen BCL-2,
gen Ciclina D, gen VEGF, gen EGFR, gen Ciclina A, gen Ciclina E, gen WNT-1, gen beta-catenina, gen c-MET, gen
PKCe, gen NFKB, gen STAT3, gen survivina, gen Her2/Neu, gen SORT1, gen XBP1, gen topoisomerasa |, gen
topoisomerasa |l alfa, gen p73, gen p21(WAF1/CIP1), gen p27(KIP1), gen PPM1D, gen RAS, gen caveolina |, gen
MIB I, gen MTAI, gen M68, genes supresores de tumores, y gen supresor de tumor p53.

Las figuras muestran:
La Fig. 1 es una grafica que describe la relacion entre pK, y EDso para un grupo de lipidos catiénicos.

La Fig. 2 es una grafica que describe las relaciones entre pKa, EDso y el % de carga para un grupo de lipidos
cationicos.

Las Fig. 3A-3B son una grafica que describe los datos de pKi para un grupo de lipidos catioénicos, medidos
individualmente o en una mezcla.

La Fig. 4 es una grafica que describe la eficacia de diferentes composiciones de particulas de lipidos en un ensayo
de inactivacion de expresion génica.

La presente invencion esta basada, en parte, en el descubrimiento de lipidos catidnicos que proporcionan ventajas
cuando se usan en particulas de lipidos para la administracion in vivo de un agente terapéutico. En particular, tal
como se ilustra por los Ejemplos que acompafian, en la presente se describen composiciones de particulas de
lipido- acido nucleico que comprenden un lipido catiénico. En algunas realizaciones, una composicion descrita en la
presente proporciona actividad aumentada del acido nucleico y/o tolerabilidad mejorada de las composiciones in
vivo, que pueden resultar en un aumento considerable en el indice terapéutico en comparaciéon con las
composiciones de particula de lipido-acido nucleico previamente descritas. De manera adicional, las composiciones
y métodos de uso se describen que pueden posibilitar la mejora de la toxicidad observada con determinadas
particulas de acido nucleico-lipido terapéuticas.

En determinadas realizaciones, se describen en la presente composiciones mejoradas para la administracion de
moléculas de ARNip. En la presente se muestra que estas composiciones son efectivas en la regulacion por
disminucion de los niveles de proteina y/o niveles de ARNm de proteinas objetivo. Ademas, se muestra que la
actividad de estas composiciones mejoradas depende de la presencia de determinados lipidos catiénicos y que la
relacion molar de lipidos cationicos en la formulacion puede influenciar la actividad.

Las particulas de lipidos y composiciones descritas en la presente se pueden usar para una variedad de propdsitos,
que incluyen la administracion de agentes terapéuticos encapsulados o asociados a las células, tanto in vitro como
in vivo. Por consiguiente, en la presente se describen métodos para tratar enfermedades o trastornos en un sujeto
que lo necesita, al poner en contacto el sujeto con una particula de lipido de la presente invencién asociada con un
agente terapéutico adecuado.

Tal como se describe en la presente memoria, las particulas de lipidos son particularmente utiles para la
administracion de acidos nucleicos, que incluyen, por ejemplo, moléculas de ARNip y plasmidos. Por lo tanto, las
particulas de lipidos y composiciones descritas en la presente se pueden usar para modular la expresion de genes
objetivo y proteinas tanto in vitro como in vivo al poner en contacto células con una particula de lipido asociada con
un acido nucleico que reduce la expresion génica objetivo (por ejemplo, un ARNip) o un acido nucleico que se puede
usar para aumentar la expresion de una proteina deseada (por ejemplo, un plasmido que codifica la proteina
deseada).

Varias realizaciones de ejemplo de los lipidos cationicos, asi como particulas de lipidos y composiciones que la
comprenden, y su uso para administrar agentes terapéuticos y para modular la expresion de proteinas y genes, se
describen con mas detalle a continuacion.
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Lipidos

Los lipidos catidnicos pueden tener determinadas caracteristicas de disefio que incluye un grupo principal, o una o
mas colas hidrofébicas, y un enlazador entre el grupo principal y la una o mas colas. El grupo principal puede incluir
una amina. En determinadas condiciones, el nitrégeno de amina puede ser un sitio de carga positiva. Por ejemplo,
cuando la amina es una amina primaria, secundaria o terciaria, la amina tendra un pK, caracteristico; en otras
palabras, sera sometida a protonacion reversible en medio acuoso. El alcance de carga positiva es una funcion del
pKay el pH del medio acuoso. La amina puede también ser una amina cuaternaria, en cuyo caso portara una carga
positiva sin importar si se encuentra en su forma pura, en medio acuoso, o el pH del medio acuoso.

El pKa puede ser influenciada por la estructura del lipido, particularmente la naturaleza del grupo principal; por
ejemplo, la presencia, ausencia y ubicacion de los grupos funcionales tales como los grupos funcionales aniénicos,
grupos funcionales donadores de enlace de hidrégeno, grupos aceptores de enlace de hidrégeno, grupos
hidrofébicos (por ejemplo, grupos alifaticos), grupos hidrofilicos (por ejemplo, hidroxilo o metoxi), o grupos arilo. La
amina del grupo principal puede ser una amina catidnica; una amina primaria, secundaria, terciaria o cuaternaria; el
grupo principal puede incluir un grupo amina (monoamina), dos grupos amina (diamina), tres grupos amina
(triamina), o una cantidad mas grande de grupos amina, como en una oligoamina o poliamina. El grupo principal
puede incluir un grupo funcional que es menos fuertemente basico que una amina, tal como, por ejemplo, un
imidazol, una piridina, o un grupo de guanidinio. El grupo principal puede ser zwiteriénico. Otros grupos principales
son adecuados también.

La una o mas colas hidrofébicas pueden incluir dos cadenas hidrofébicas, que pueden ser iguales o diferentes. Las
colas pueden ser alifaticas; por ejemplo, pueden estar compuestas de carbono e hidrégeno, ya sea saturado o
insaturado pero sin anillos aromaticos. Las colas pueden ser colas de acidos grasos; algunos de tales grupos
incluyen octanilo, nonanilo, decilo, laurilo, miristilo, palmitilo, estearilo, a-linoleilo, estearidonilo, linoleilo, y-linolenilo,
araquidonilo, oleilo, y otros. Otras colas hidrofébicas son adecuadas también.

El enlazador puede incluir, por ejemplo, un enlazador de glicérido, un enlazador analogo de glicérido aciclico, o un
enlazador ciclico (que incluye un enlazador espiro, un enlazador biciclico, y un enlazador policiclico). El enlazador
puede incluir grupos funcionales tales como un éter, un éster, un fosfato, un fosfonato, un fosforotioato, un sulfonato,
un disulfuro, un acetal, un quetal, una imina, una hidrazona o una oxima. Otros enlazadores y grupos principales son
adecuados también.

En las discusiones de varias estructuras de lipidos que siguen a continuacion, se contempla que los lipidos incluyen
formas cuaternizadas de estos. En otras palabras, los compuestos que incluyen una amina se contemplan para
incluir aquellos compuestos relacionados donde la amina se modifica adicionalmente (por ejemplo, alquilada
adicionalmente) para proporcionar una amina cuaternaria. Por ejemplo, una amina terciaria puede ser alquilada (por
ejemplo, al agregar un metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, u otro grupo cicloalquilo o alquilo sustituido o no sustituido)
mediante reaccién con un reactivo adecuado. En la técnica se conocen bien tales reactivos.

Los lipidos pueden ser usados de forma ventajosa en particulas de lipidos ya que la administracion in vivo de
agentes terapéuticos a células incluye lipidos que tienen la siguiente estructura

X Ry
@ X
Y Ry,

y sales o isomeros de esta, donde:

cy es ciclico opcionalmente sustituido, heterociclo o heterociclico opcionalmente sustituido, arilo opcionalmente
sustituido o heteroarilo opcionalmente sustituido;

R1 y Rz son cada uno independientemente para cada aparicion alquilo C10-C3p opcionalmente sustituido, alquenilo
C10-C30 opcionalmente sustituido, alquinilo C10-C3 opcionalmente sustituido, acilo C1o-C30 opcionalmente sustituido o
enlace-ligando;

X e Y son cada uno de manera independiente O o S, alquilo o N(Q); y
Q es H, alquilo, acilo, w-aminoalquilo, w-aminoalquilo(sustituido), w-fosfoalquilo o w-tiofosfoalquilo.

En una realizacion, el lipido tiene la estructura

RA
QLK.
Y R,

y sales o isomeros de esta, donde:
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R1 y Rz son cada uno independientemente para cada aparicion alquilo C10-C3p opcionalmente sustituido, alquenilo
C10-C30 opcionalmente sustituido, alquinilo C10-C3 opcionalmente sustituido, acilo C1o-C30 opcionalmente sustituido o
enlace-ligando;

Xe Y son cada uno de manera independiente O o S, alquilo o N(Q);
5 Q es H, alquilo, acilo, alquilamino o alquilfosfato; y

RAy RB son cada uno independientemente H, Rs, -Z'-Rs, -(A2)i-Z'-Rs, acilo, sulfonato o
Q4 "111.
RS - ||,A5 .
A e )
Qo ;

Q1 es independientemente para cada aparicion, O 0 S;
Q2 es independientemente para cada aparicion, O, S, N(Q), alquilo o alcoxi;
10 Q es H, alquilo, w-aminoalquilo, w-aminoalquilo(sustituido), w-fosfoalquilo o w-tiofosfoalquilo;
A1, A4, y As son cada uno independientemente O, S, CH,, CHF o CFy;
Z'es O, S, N(Q) o alquilo;
iy j son independientemente 0 a 10; y

Rs es H, alquilo C4-C4o opcionalmente sustituido, alquenilo C,-C1o opcionalmente sustituido, alquenilo Cx-C+o

15 opcionalmente sustituido, alquilheterociclo, alquilfosfato, alquilfosforotioato, alquilfosfonatos, alquilaminas,
hidroxialquilos, w-aminoalquilos, w-aminoalquilos(sustituidos), w-fosfoalquilos, w-tiofosfoalquilos, polietilenglicol
(PEG, PM 100-40K), mPEG (PM 120-40K), heteroarilo, heterociclo o enlazador-ligando.

En otro aspecto, el lipido tiene una de las siguientes estructuras, sales o isomeros de estas:
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en donde:

R1 y Rz son cada uno independientemente para cada aparicion alquilo C10-C3p opcionalmente sustituido, alquenilo
C10-C3p opcionalmente sustituido, alquinilo C10-C3 opcionalmente sustituido, acilo C1o-C30 opcionalmente sustituido o
enlazador-ligando;

R3 es independientemente para aparicion H, alquilo C1-C1o opcionalmente sustituido, alquenilo C,-C+ opcionalmente
sustituido, alquinilo C>-Cip opcionalmente sustituido, alquilheterociclo, alquilfosfato, alquilfosforotioato,
alquilfosforoditioato, alquilfosfonatos, alquilaminas, hidroxialquilos, w-aminoalquilos, w-aminoalquilos(sustituidos), w-
fosfoalquilos, w-tiofosfoalquilos, polietilenglicol opcionalmente sustituido (PEG, PM 100-40K), mPEG opcionalmente
sustituido (PM 120-40K), heteroarilo, heterociclo o enlazador-ligando;

R* es independientemente para cada aparicion, H, =O, OR3 o R3;

X e Y son cada uno de manera independiente O, S, alquilo o N(Q);

Q es H, alquilo, w-aminoalquilo, w-aminoalquilo(sustituido), w-fosfoalquilo o w-tiofosfoalquilo;
Q1 es independientemente para cada aparicion, O 0 S;

Q2 es independientemente para cada aparicion, O, S, N(Q), alquilo o alcoxi;

A1, Az, Az, A4, As y As son cada uno independientemente O, S, CH,, CHF o CFy;
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A7 es O, So N(Q);
As es independientemente para cada apariciéon CH,, CHF o CF5;
Ag es -C(0)- o0 -C(H)(Ra)-;

E y F son cada uno independientemente para cada aparicion O, S, N(Q), C(O), C(O)O, C(O)N, S(O), S(0O),, SS,
O=N, arilo, heteroarilo, ciclico o heterociclo

Zes N, C(Rs);

Z'es O, S, N(Q) o alquilo;

kes0,102;

my nson 0 a5, donde my n tomados juntos tienen como resultado un anillo de 3, 4, 5, 6, 7 0 8 miembros;
pes1-5

g es 0-5, donde p y q tomados juntos tienen como resultado un anillo de 3, 4, 5, 6, 7 0 8 miembros, iy j son 0-10; y
aybson0-2.

En una realizacion, X e Y pueden ser independientemente (CO), O(CO), O(CO)N, N(CO)O, (CO)O, O(CO)O, un
sulfonato, o un fosfato.

En una realizacion, Ry y Rz son cada uno independientemente para cada aparicion alquilo C0-C3p opcionalmente
sustituido, alcoxi C10-Czo opcionalmente sustituido, alquenilo C1o-C3p opcionalmente sustituido, alqueniloxi C1o-Csp
opcionalmente sustituido, alquinilo C10-C3p opcionalmente sustituido, alquiniloxi C1o-C3so opcionalmente sustituido, o
acilo C1o-Csp opcionalmente sustituido, o enlazador-ligando.

En una realizacién, Rs; es independientemente para cada apariciéon H, alquilo C4-C4o opcionalmente sustituido,
alquenilo C,-C1o opcionalmente sustituido, alquinilo C,-C1o opcionalmente sustituido, alquilheterociclo opcionalmente
sustituido, heterocicloalquilo opcionalmente sustituido, alquilofosfato opcionalmente sustituido, fosfoalquilo
opcionalmente sustituido, alquilofosforotioato opcionalmente sustituido, fosforotioalquilo opcionalmente sustituido,
alquilofosforoditioato opcionalmente sustituido, fosforoditioalquilo opcionalmente sustituido, alquilofosfonato
opcionalmente sustituido, fosfonoalquilo opcionalmente sustituido, amino opcionalmente sustituido, alquiloamino
opcionalmente sustituido, di(alquil)amino opcionalmente sustituido, aminoalquilo opcionalmente sustituido,
alquiloaminoalquilo opcionalmente sustituido, di(alquilo)aminoalquilo opcionalmente sustituido, hidroxialquilo
opcionalmente sustituido, polietilenglicol opcionalmente sustituido (PEG, PM 100-40K), mPEG opcionalmente
sustituido (PM 120-40K), heteroarilo opcionalmente sustituido, o heterociclo opcionalmente sustituido, o enlazador-
ligando.

En una realizacion, X e Y son cada uno independientemente -O-, -S-, alquileno, -N(Q)-, -C(O)-, -O(CO)-, -
OC(O)N(Q)-, -N(Q)C(0O)0O-, -C(0)O, -OC(0)0-, -0S(0)(Q2)0-, 0 -OP(0)(Q2)O-.

En una realizacion, Q es H, alquilo, w-aminoalquilo, w-aminoalquilo(sustitutido), w-fosfoalquilo, o w-tiofosfoalquilo.
En una realizacion, Q2 es independientemente para cada aparicion, O, S, N(Q)(Q), alquilo o alcoxi,

En una realizacion, A+, Az, As, A4, As y As son cada uno independientemente -O-, -S-, -CH,-, -CHR®-, -CR®R5-, -CHF-
o -CFz-.

En una realizacion, As es independientemente para cada aparicion -O-, -S-, -CH»-, -CHRS®-, -CR®R®-, -CHF- 0 -CF-.
En una realizacién, E y F son cada uno independientemente para cada aparicion -O-, -S-, -N(Q)-, -C(O)-, -C(O)O-, -
OC(0)-, -C(O)N(Q)-, -N(Q)C(0O)-, -S(O)-, -S(O)2-, -SS-, -O-N=, =N-O-, arileno, heteroarileno, cicloalquileno, o
heterociclileno.

En una realizacion, Z es N, o C(Ra).

En una realizacion, Z' es -O-, -S-, -N(Q)-, o alquileno.

En una realizacién, R® es H, halo, ciano, hidroxi, amino, alquilo opcionalmente sustituido, alcoxi opcionalmente
sustituido, o cicloalquilo opcionalmente sustituido.

En una realizacion, i y j son cada uno independientemente 0-10,

En una realizacion, a y b son cada uno independientemente 0-2.
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En algunas circunstancias, Rs es w-aminoalquilo, w-aminoalquilo(sustituido), w-fosfoalquilo, o w-tiofosfoalquilo; cada
uno de los cuales esta opcionalmente sustituido. Ejemplos de grupos w-aminoalquilo(sustituido) incluyen 2-
(dimetilamino)etilo, 3-(diisopropilamino)propilo, o 3-(N-etil-N-isopropilamino)-1-metilpropilo.

En una realizacion, X e Y pueden ser cada uno de manera independiente -O-, -S-, alquileno o -N(Q)-.

Se ha descubierto que los lipidos catiénicos que comprenden cadenas alquilo no saturadas son particularmente
Utiles para formar particulas de acido nucleico lipidicas con fluidez de membrana aumentada. En una realizacion, al
menos uno de Ry o Recomprende al menos uno, al menos dos o al menos tres sitios de insaturacion, por ejemplo,
enlace doble o enlace triple.

En una realizacién, solo uno de Ry o Ry comprende al menos uno, al menos dos o al menos tres sitios de
insaturacion.

En una realizacion, ambos Ry y R, comprenden al menos uno, al menos dos o al menos tres sitios de insaturacion.

En una realizacion, Ry y R2 comprenden diferentes cantidades de insaturacion, por ejemplo, uno de R1 y Rz tiene un
sitios de insaturacion y el otro tiene dos o tres sitios de insaturacion.

En una realizacion, ambos R1 y R, comprenden la misma cantidad de sitios de insaturacion.

En una realizacion, Rt y R, comprenden diferentes tipos de insaturacién, por ejemplo, insaturacién en uno de R1y R,
es enlace doble y en la otra insaturacion es enlace triple.

En una realizacion, ambos R1 y R2 comprenden el mismo tipo de insaturacion, por ejemplo enlace doble o enlace
triple.

En una realizacion, al menos uno de Ry 0 R, comprende al menos un enlace doble y al menos un enlace triple.
En una realizacion, solo uno de R o R, comprende al menos un enlace doble y al menos un enlace triple.
En una realizacion, ambos Ry y R, comprenden al menos un enlace doble y al menos un enlace triple.

En una realizacién, R y Rz son ambos iguales, por ejemplo, Ry y Rz son ambos linoleilo (C18) o Ry y Rz son ambos
heptadeca-9-enilo.

En una realizacion, R1 y Rz son diferentes entre si.

En una realizacion, al menos uno de R1 y Ry es colesterol.

En una realizacion, uno de R1 y R, es enlazador-ligando.

En una realizacion, uno de R1 y R, es enlazador-ligando y el ligando es un lipdfilo.

En una realizacién, al menos uno de R1 y R, comprende al menos un grupo CH, con uno o ambos H reemplazados
por F, por ejemplo, CHF o CF». En una realizacion, ambos R y R, comprenden al menos un grupo CH; con uno o
dos H reemplazados por F, por ejemplo, CHF o CFa.

En una realizacion, solo uno de Ry y R, comprende al menos un grupo CHz con uno o ambos H reemplazados por F.

En una realizacién, al menos uno de Ry o Rz termina en CHyF, CHF, o CF3. En una realizacion, ambos R y Rz
terminan en CH3F, CHF, o CFas.

En una realizacion, al menos uno de R1 0 Rz es -(CF.),-Z"-(CH.),-CH3, donde cada y es independientemente 1-10 y
Z"es O, So N(Q).

En una realizacion, ambos Rt y Rz son -(CF»),~-Z"-(CHz),-CHs, donde cada y es independientemente 1-10y Z" es O,
S o N(Q).

En una realizacion, al menos uno de Ry o Rx es -(CH2),-Z"-(CF.),-CF3, donde cada y es independientemente 1-10 y
Z"es O, So N(Q).

En una realizacion, ambos R1y Rz son -(CHy),-Z"-(CF.),-CF3, donde cada y es independientemente 1-10 y Z" es O,
S o N(Q).

En una realizacion, al menos uno de Ry 0 Rz es -(CF»),~-(CF2)y-CF3, donde cada y es independientemente 1-10,
En una realizacion, ambos R+ y Rz son -(CF»),~-(CF2),-CF3, donde cada y es independientemente 1-10,

En algunas realizaciones, R y R> son independientemente seleccionados del grupo que consiste en lineolilo, y-
linoenilo, n-octadecanilo, n-decanilo, n-dodecanilo, y 9-metiloctadecanilo. En algunas realizaciones, el lipido puede
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tener (R1, R2) que se selecciona del grupo que consiste en (lineolilo, lineolilo), (y-linoenilo, y-linoenilo), (lineolilo, n-
octadecanilo), (lineolilo, n-decanilo), (lineolilo, n-dodecanilo), y (9-metilooctadecanilo, 9-metilooctadecanilo).

En una realizacion, Rs se elige de un grupo que consiste en metilo, etilo, poliamina, -(CH2)n-heteroarilo, -(CHz)n-
N(Q)2, -O-N(Q)2, -(CH2)n-Z-(CH2)n-heteroarilo, enlazador-ligando, -(CHaz)n-heterociclo, y -(CH2)n-Z"-(CH2)n-
heterociclo, donde cada h es independientemente 0-13 y Z" es O, S o N(Q).

En una realizacion, cuando Z es C(Rs3), al menos un Rz es w-aminoalquilo o w-aminoalquilo(sustituido).

En una realizacion, cuando Z' es O, S o alquilo, al menos un R3 es w-aminoalquilo o w-aminoalquilo(sustituido).
En una realizacion, Q es un enlazador-ligando.

En una realizacion, el ligando es péptido fusogénico.

En una realizacion, el lipido es una mezcla racémica.

En una realizacion, el lipido esta enriquecido en un diasteredmero, por ejemplo, el lipido tiene al menos 95 %, al
menos 90 %, al menos 80 % o al menos 70 % de exceso diastereomérico.

En una realizacion, el lipido esta enriquecido en un enantiomero, por ejemplo, el lipido tiene al menos 95 %, al
menos 90 %, al menos 80 % o al menos 70 % de exceso de enantiémero.

En una realizacion, el lipido es quiralmente puro, por ejemplo, es un solo isémero optico.
En una realizacién, el lipido esta enriquecido para un isémero 6ptico.

Donde hay un enlace doble presente (por ejemplo, un enlace doble carbono-carbono o enlace doble carbono-
nitrégeno), puede haber isomerismo en la configuracion sobre el enlace doble (es decir, cis/trans o isomerismo E/Z).
Donde la configuracion de un enlace doble es ilustrado en una estructura quimica, se entiende que el isémero
correspondiente también puede estar presente. La cantidad de isémero presente puede variar, dependiendo de las
estabilidades relativas de los isdmeros y la energia requerida para convertir entre los isomeros. Por consiguiente,
algunos enlaces dobles estan, para fines practicos, presentes en una sola configuracion, mientras que otros (por
ejemplo, donde las estabilidades relativas son similares y la energia de conversion baja) pueden estar presentes
como mezcla de equilibrio inseparable de configuraciones.

En otro aspecto, se describe en la presente un compuesto de la férmula XXXIVa, XXXIVb, XXXIVc, XXXIVd, o
XXXIVe, sales o isobmeros de estos:

O-Rr O
1 R
Rs)( \Z\R1 R3)( Ry Rz/k R, R)( X 1
R2
XXXIVa XXXIVb XXXIVe XXXIvVd XXXIVe
en donde:

R1 y Rz son cada uno independientemente para cada aparicion alquilo C10-C3p opcionalmente sustituido, alquenilo
C10-C3p opcionalmente sustituido, o alquinilo C1o-C3p opcionalmente sustituido;

Rs; es independientemente para cada aparicion H, alquilo C4-Cio opcionalmente sustituido, alquenilo Cx-C+o
opcionalmente sustituido, alquinilo C»-C1o opcionalmente sustituido, alquilheterociclo opcionalmente sustituido,
heterocicloalquilo opcionalmente sustituido, alquilofosfato opcionalmente sustituido, fosfoalquilo opcionalmente
sustituido,  alquilofosforotioato  opcionalmente  sustituido,  fosforotioalquilo  opcionalmente  sustituido,
alquilofosforoditioato opcionalmente sustituido, fosforoditioalquilo opcionalmente sustituido, alquilofosfonato
opcionalmente sustituido, fosfonoalquilo opcionalmente sustituido, amino opcionalmente sustituido, alquiloamino
opcionalmente sustituido, di(alquil)amino opcionalmente sustituido, aminoalquilo opcionalmente sustituido,
alquiloaminoalquilo opcionalmente sustituido, di(alquilo)aminoalquilo opcionalmente sustituido, hidroxialquilo
opcionalmente sustituido, polietilenglicol opcionalmente sustituido (PEG, PM 100-40K), mPEG opcionalmente
sustituido (PM 120-40K), heteroarilo opcionalmente sustituido, o heterociclo opcionalmente sustituido; y

nes1,203.

En algunas realizaciones, Rs; es heterocicloalquilo opcionalmente sustituido, amino opcionalmente sustituido,
alquilamino opcionalmente sustituido, di(alquil)lamino opcionalmente sustituido, aminoalquilo opcionalmente
sustituido, alquilaminoalquilo opcionalmente sustituido, di(alquil)aminoalquilo opcionalmente sustituido, o heterociclo
opcionalmente sustituido.
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En un aspecto, el lipido es un compuesto de la féormula Xllla:

x f
(AL YR
Ra~ v
z A2y
Ry (XIIIa)

en donde:

R1 y Rz son cada uno independientemente para cada aparicion alquilo C10-C3p opcionalmente sustituido, alquenilo
C10-C3p opcionalmente sustituido, o alquinilo C+1o-C3p opcionalmente sustituido;

R3 y Rs son independientemente para cada aparicion H, alquilo C1-C1o opcionalmente sustituido, alquenilo C»-C1o
opcionalmente sustituido, alquinilo C»-C1o opcionalmente sustituido, alquilheterociclo opcionalmente sustituido,
heterocicloalquilo opcionalmente sustituido, alquilofosfato opcionalmente sustituido, fosfoalquilo opcionalmente
sustituido,  alquilofosforotioato  opcionalmente  sustituido,  fosforotioalquilo  opcionalmente  sustituido,
alquilofosforoditioato opcionalmente sustituido, fosforoditioalquilo opcionalmente sustituido, alquilofosfonato
opcionalmente sustituido, fosfonoalquilo opcionalmente sustituido, amino opcionalmente sustituido, alquiloamino
opcionalmente sustituido, di(alquil)amino opcionalmente sustituido, aminoalquilo opcionalmente sustituido,
alquiloaminoalquilo opcionalmente sustituido, di(alquilo)aminoalquilo opcionalmente sustituido, hidroxialquilo
opcionalmente sustituido, polietilenglicol opcionalmente sustituido (PEG, PM 100-40K), mPEG opcionalmente
sustituido (PM 120-40K), heteroarilo opcionalmente sustituido, o heterociclo opcionalmente sustituido;

o Rs y Rs pueden ser tomados juntos con los atomos a los que estan unidos para formar un carbociclilo
opcionalmente sustituido, heterociclilo opcionalmente sustituido, arilo opcionalmente sustituido o heteroarilo
opcionalmente sustituidos; cada uno de los cuales esta sustituido con 0-4 apariciones de Rg;

cada Rs se selecciona independientemente de alquilo C+-Cip opcionalmente sustituido, alquenilo C,-Cqo
opcionalmente sustituido, alquinilo C,-C1o opcionalmente sustituido, amino opcionalmente sustituido, alquilamino
opcionalmente sustituido, di(alquil)amino opcionalmente sustituido, aminoalquilo opcionalmente sustituido,
alquilaminoalquilo opcionalmente sustituido, di(alquil)aminoalquilo opcionalmente sustituido, hidroxialquilo
opcionalmente sustituido, arilo opcionalmente sustituido, heteroarilo opcionalmente sustituido, o heterocilo
opcionalmente sustituido;

X e Y son cada uno de manera independiente -O-, -S-, alquileno, o -N(Q)-;
Q es H, alquilo, w-aminoalquilo, w-aminoalquilo(sustituido), w-fosfoalquilo o w-tiofosfoalquilo;
A+ y A; son cada uno independientemente -O-, -S-, 0 -CR5R%-; y

R® es H, halo, ciano, hidroxi, amino, alquilo opcionalmente sustituido, alcoxi opcionalmente sustituido, o cicloalquilo
opcionalmente sustituido; y

Z y Z' son cada uno independientemente seleccionados de -O-, -S-, -N(Q)-, alquileno o ausente; y
ay b son cada uno independientemente 0-2.

En algunas realizaciones, X e Y son cada uno independientemente O.

En algunas realizaciones, lasumadeaybes 1, 2,0 3.

En algunas realizaciones, A1 y Az son cada uno independientemente -CR3R5-.

En algunas realizaciones, Z 'y Z' son cada un enlace.

En algunas realizaciones, R3 y Rz pueden ser tomados juntos con los atomos a los que estan unidos para formar un
carbociclilo opcionalmente sustituido, heterociclilo opcionalmente sustituido, arilo opcionalmente sustituido o
heteroarilo opcionalmente sustituido.

En algunas realizaciones, R3 y Rz pueden ser tomados juntos con los atomos a los que estan unidos para formar un
carbociclilo opcionalmente sustituido (por ejemplo, opcionalmente sustituido con amino, alquilamino o dialquilamino).

En algunas realizaciones, R3 y Rz pueden ser tomados juntos con los atomos a los que estan unidos para formar un
heterociclilo opcionalmente sustituido (por ejemplo, un nitrégeno que contiene heterociclilo).

En algunas realizaciones, Rs y Rs son tomados juntos para formar un anillo carbociclico (por ejemplo, ciclohexilo)
sustituido con 0-3 apariciones de Ra.
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En algunas realizaciones, Rs y Rz son tomados juntos para formar un anillo heterociclico (por ejemplo, piperidina)
sustituido con 0-3 apariciones de Ra.

En algunas realizaciones, cada R4 se selecciona independientemente de opcionalmente amino opcionalmente
sustituido, alquilamino opcionalmente sustituido, di(alquil)amino opcionalmente sustituido, aminoalquilo
opcionalmente sustituido, alquilaminoalquilo opcionalmente sustituido, di(alquil)aminoalquilo opcionalmente
sustituido, e hidroxialquilo opcionalmente sustituido.

En un aspecto, el lipido es un compuesto de la formula XXXIX, sales o isdmeros de esta:

Ry
R3\x

Ry
Ry—Y

XXXIX

en donde:

R1 y Rz son cada uno independientemente para cada aparicion alquilo C10-C3p opcionalmente sustituido, alquenilo
C10-C3p opcionalmente sustituido, alquinilo C10-C3 opcionalmente sustituido, acilo C1o-C30 opcionalmente sustituido o
enlazador-ligando;

R3 es independientemente para aparicion H, alquilo C1-C1o opcionalmente sustituido, alquenilo C,-C+ opcionalmente
sustituido, alquinilo C>-Cip opcionalmente sustituido, alquilheterociclo, alquilfosfato, alquilfosforotioato,
alquilfosforoditioato, alquilfosfonatos, alquilaminas, hidroxialquilos, w-aminoalquilos, w-aminoalquilos(sustituidos), w-
fosfoalquilos, w-tiofosfoalquilos, polietilenglicol opcionalmente sustituido (PEG, PM 100-40K), mPEG opcionalmente
sustituido (PM 120-40K), heteroarilo, heterociclo o enlazador-ligando;

X e Y son cada uno de manera independiente O, C(O)O, S, alquilo o N(Q);
Q es H, alquilo, w-aminoalquilo, w-aminoalquilo(sustituido), w-fosfoalquilo o w-tiofosfoalquilo;

En un aspecto, el lipido es un compuesto de la formula XXXIII, sales o isémeros de esta

R3_E% R1
Rz

XXX
en donde:

R1 y Rz son cada uno independientemente para cada aparicion alquilo C10-C3p opcionalmente sustituido, alquenilo
C10-C3p opcionalmente sustituido, alquinilo C10-C3 opcionalmente sustituido, acilo C1o-C39 opcionalmente sustituido o
enlazador-ligando;

Rs es H, alquilo C4-C1o opcionalmente sustituido, alquenilo C,-C1o opcionalmente sustituido, alquinilo C2-C1g
opcionalmente sustituido, alquilheterociclo, alquilfosfato, alquilfosforotioato, alquilfosforoditioato, alquilfosfonatos,
alquilaminas, hidroxialquilos, w-aminoalquilos, w-aminoalquilos(sustituidos), w-fosfoalquilos, w-tiofosfoalquilos,
polietilenglicol opcionalmente sustituido (PEG, PM 100-40K), mPEG opcionalmente sustituido (PM 120-40K),
heteroarilo, heterociclo o enlazador-ligando;

E es O, S, N(Q), C(O)O, C(O), N(Q)C(O), C(O)N(Q), (Q)N(CO)O, O(CO)N(Q), S(O), NS(O)2N(Q), S(0O)2,
N(Q)S(0)2, SS, O=N, arilo, heteroarilo, ciclico o heterociclo; y,

Q es H, alquilo, w-aminoalquilo, w-aminoalquilo(sustituido), w-fosfoalquilo o w-tiofosfoalquilo.

En una realizacion, Ry y Rz son cada uno independientemente para cada aparicion alquilo C0-C3p opcionalmente
sustituido, alcoxi C10-C3zo opcionalmente sustituido, alquenilo C1o-C3p opcionalmente sustituido, alqueniloxi C1o-Csp
opcionalmente sustituido, alquinilo C10-C3p opcionalmente sustituido, alquiniloxi C10-Cso opcionalmente sustituido, o
acilo C10-C3p opcionalmente sustituido.

En otra realizaciéon, Rs es H, alquilo C4-C1o opcionalmente sustituido, alquenilo C,-C+o opcionalmente sustituido,
alquinilo C»-Cyo opcionalmente sustituido, alquilheterociclo opcionalmente sustituido, heterocicloalquilo
opcionalmente sustituido, alquilofosfato opcionalmente sustituido, fosfoalquilo opcionalmente sustituido,
alquilofosforotioato opcionalmente sustituido, fosforotioalquilo opcionalmente sustituido, alquilofosforoditioato
opcionalmente sustituido, fosforoditioalquilo opcionalmente sustituido, alquilofosfonato opcionalmente sustituido,
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fosfonoalquilo opcionalmente sustituido, amino opcionalmente sustituido, alquiloamino opcionalmente sustituido,
di(alquil)amino opcionalmente sustituido, aminoalquilo opcionalmente sustituido, alquiloaminoalquilo opcionalmente
sustituido, di(alquilo)aminoalquilo opcionalmente sustituido, hidroxialquilo opcionalmente sustituido, polietilenglicol
opcionalmente sustituido (PEG, PM 100-40K), mPEG opcionalmente sustituido (PM 120-40K), heteroarilo
opcionalmente sustituido, heterociclo opcionalmente sustituido, o enlazador-ligando.

En aun otra realizacion, E es -O-, -S-, -N(Q)-, -C(O)O-, -OC(0O)-, -C(0O)-, -N(Q)C(O)-, -C(O)N(Q)-, -N(Q)C(O)O-, -
OC(O)N(Q)-, S(O), -N(Q)S(0)2N(Q)-, -S(O)2-, -N(Q)S(0)2-, -SS-, -O-N=, =N-O-, -C(0O)-N(Q)-N=, -N(Q)-N=, -N(Q)-O-,
-C(0)S-, arileno, heteroarileno, ciclalquileno o heterociclileno.

En otra realizacion, Q es H, alquilo, w-aminoalquilo, w-aminoalquilo(sustitutido), w-fosfoalquilo o w-tiofosfoalquilo.

En otra realizacion, el lipido es un compuesto de la formula XXXIII, donde E es O, S, N(Q), C(O), N(Q)C(O),
C(O)N(Q), (Q)N(CO)O, O(CO)N(Q), S(O), NS(O)2N(Q), S(O)2, N(Q)S(0)2, SS, O=N, arilo, heteroarilo, ciclico o
heterociclo.

En una realizacién, el lipido es un compuesto de la formula XXXIII, donde Rs3 es H, alquenilo C,-C1 opcionalmente
sustituido, alquinilo C>-Cip opcionalmente sustituido, alquilheterociclo, alquilfosfato, alquilfosforotioato,
alquilfosforoditioato, alquilfosfonatos, alquilaminas, hidroxialquilos, w-aminoalquilos, w-aminoalquilos(sustituidos), w-
fosfoalquilos, w-tiofosfoalquilos, polietilenglicol opcionalmente sustituido (PEG, PM 100-40K), mPEG opcionalmente
sustituido (PM 120-40K), heteroarilo, heterociclo o enlazador-ligando.

En aun otra realizacién, el lipido es un compuesto de la formula XXXII, donde Ri y Rz son cada uno
independientemente para cada aparicién alquilo C10-C3p opcionalmente sustituido, alquinilo C10-C3o opcionalmente
sustituido, o acilo C1o-C3o opcionalmente sustituido, o enlazador-ligando.

En una realizacién, se describe en la presente un lipido de la férmula XXXVIII:

Ry
<
/ E
Ry C Rx
R n (XXXVIII)

en donde

E es O, S, N(Q), C(O)O, C(O), N(Q)C(O), C(O)N(Q), (Q)N(CO)O, O(CO)N(Q), S(O), NS(O)2N(Q), S(0)2,
N(Q)S(0)2, SS, O=N, arilo, heteroarilo, ciclico o heterociclo;

Q es H, alquilo, w-aminoalquilo, w-aminoalquilo(sustituido), w-fosfoalquilo o w-tiofosfoalquilo;

R1 y Rz y R« son cada uno independientemente para cada aparicion H, alquilo C4-C+o opcionalmente sustituido,
alquilo C10-C3p opcionalmente sustituido, alquenilo C1¢-Cspopcionalmente sustituido, alquinilo C10-C3o opcionalmente
sustituido, acilo C1-Csp opcionalmente sustituido, o enlazador-ligando, siempre que al menos uno de Ry, Rz y R« no
es H;

Rs es H, alquilo C4-Cqo opcionalmente sustituido, alquenilo C,-C1o opcionalmente sustituido, alquinilo C2-C1g
opcionalmente sustituido, alquilheterociclo, alquilfosfato, alquilfosforotioato, alquilfosforoditioato, alquilfosfonatos,
alquilaminas, hidroxialquilos, w-aminoalquilos, w-aminoalquilos(sustituidos), w-fosfoalquilos, w-tiofosfoalquilos,
polietilenglicol opcionalmente sustituido (PEG, PM 100-40K), mPEG opcionalmente sustituido (PM 120-40K),
heteroarilo, heterociclo o enlazador-ligando; nes 0, 1, 2, 0 3.

En algunas realizaciones, cada uno de R; y Rz son independientemente para cada aparicion alquilo C10-Cso
opcionalmente sustituido, alquenilo C10-C3p opcionalmente sustituido, alquinilo C10-C30 opcionalmente sustituido,
acilo C1o-Csp opcionalmente sustituido o enlazador-ligando.

En algunas realizaciones, Ry es H o alquilo C4-C+o opcionalmente sustituido.

En algunas realizaciones, Ry es alquilo C1¢-C3p opcionalmente sustituido, alquenilo C1o-C3o opcionalmente sustituido,
alquinilo C+1o-C3p opcionalmente sustituido, acilo C1¢-Csp opcionalmente sustituido o enlazador-ligando.
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En un aspecto, se describe en la presente un lipido de la siguiente féormula XL,

en donde:
Q1 es O, S, CHz, CHMe, CMez, N(R);

Q2 es O, S, CHz, CHMe, CMe,, N(R), C(H)=N-N(R)-, N(R)-N=C(H), -C(H)=N-O-, -O-N=C(H), C(H)=N-N(R)-C(O)-, -
C(0)-N(R)-N=C(H)

Qs y 0 Qqes O, S, N(R), Q-C(=2)Q2, C(H)=N-N(R)-, N(R)-N=C(H); -C(H)=N-O-, -O-N=C(H); C(H)=N-N(R)-C(O)-, -
C(0)-N(R)-N=C(H);

Z =0, S, N(R) o esta ausente y cuando Z esta ausente C(=Z) es C(Rn)2
pes0a20;qges0a10;res0ab;ses0ab.

R' y/o R" son: alquilo, alquilos sustituidos, alquenilos, alquenilos sustituidos, alquinilos, alquinilos sustituidos y
combinaciones de estos con cantidad de atomos de carbono en la cadena que varian de 4 a 30, R' y/o R" con
cadena alquenilo tiene al menos un resto C=C o C=C sustituido y cuando hay mas de un resto C=C presente, estan
separados por al menos un grupo metileno o metileno sustituido. R' y/o R" con cadena alquinilo tiene al menos un
resto C=C y cuando hay mas de un resto C=C presente, estan separados por al menos un grupo metileno o metileno
sustituido. Uno o mas de metileno o metileno sustituido es interrumpido por atomos hetero tales como O, S o N(R).
El enlace o enlaces dobles en la cadena alquilo son todos con configuracion cis o trans o combinacion de ambas. La
estereoquimica de centro quiral de la férmula XL es R, S o racémica.

R es H, R', aminoalquilos w-sustituidos, aminoalquenilos w-sustituidos, aminoalquinilos w-sustituidos con cantidad
de atomos de carbono en la cadena que varia de 1 a 30,

R1 a R, cada aparicion es R;
Xes: R, C(O)-NH(R), C(O)NRz, C(=NR) NH(R), C(=NR) NR2, N(R)-C(O)Y e Y es independientemente X.

En un aspecto, se describe en la presente un lipido de la siguiente formula XLI,

-N Q__Q, Q4 SR
XRg o7 T a (Y5 ™

R5 RG R4

XLI
en donde:

Q1 es O, S, CHz, CHMe, CMez, N(R);

Q2 es O, S, CHz, CHMe, CMe;, N(R), C(H)=N-N(R)-, N(R)-N=C(H), -C(H)=N-O-, -O-N=C(H), C(H)=N-N(R)-C(O)-, -
C(0)-N(R)-N=C(H)

QsyoQses O, S, N(R), CHz, metileno sustituido;

Qsyo Qs es O, S, N(R), CHz, metileno sustituido

Z =0, S, N(R) o esta ausente y cuando Z esta ausente C(=Z) es C(Rn)2
pes0a20;qges0a10;res0ab;ses0ab.

R' y/o R" son: alquilo, alquilos sustituidos, alquenilos, alquenilos sustituidos, alquinilos, alquinilos sustituidos y
combinaciones de estos con cantidad de atomos de carbono en la cadena que varian de 4 a 30, R' y/o R" con
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cadena alquenilo tiene al menos un resto C=C o C=C sustituido y cuando hay mas de un resto C=C presente, estan
separados por al menos un grupo metileno o metileno sustituido. R' y/o R" con cadena alquinilo tiene al menos un
resto C=C y cuando hay mas de un resto C=C presente, estan separados por al menos un grupo metileno o metileno
sustituido. Uno o mas de metileno o metileno sustituido es interrumpido por atomos hetero tales como O, S o N(R).
El enlace o enlaces dobles en la cadena alquilo son todos con configuracion cis o trans o combinacion de ambas. La
estereoquimica de centro quiral de la férmula XLI es R, S o racémica.

R es H, R', aminoalquilos w-sustituidos, aminoalquenilos w-sustituidos, aminoalquinilos w-sustituidos con cantidad
de atomos de carbono en la cadena que varia de 1 a 30

R1 a R, cada aparicion es R;
Xes: R, C(O)-NH(R), C(O)NRz, C(=NR) NH(R), C(=NR) NR2, N(R)-C(O)Y e Y es independientemente X.

En otro aspecto, se describe en la presente un lipido de una de las formulas siguientes XLII, XLIII, XLIV, XLV, XLVI,
XLVII, XLV, o XLIX

Ris Ra

XLV
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Donde las variables recitadas anteriormente son tal como se describe en la presente memoria y donde para los
compuestos de las férmulas anteriores: pes 0a 20;ges0a10;res0a6;ses0ab6,tes0Oabyues0a10ylas
otras variables son tal como se describe anteriormente.

En la presente se describe la sintesis de lipidos descritos en la presente en forma racémica asi como épticamente
pura.

En un aspecto, se describe en la presente un lipido de la férmula proporcionada a continuacion:

I J<R4 z J<R4
w *W w* bt
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Ri A
X Y.
& s Ay YR, o pr R m pykRz
p A2 n p A Y E1
X \< n Ry~ CAzn Ry~ A
R;—2 Y 3 2)n
! LXIV Rs=2Z
R
Ry ! Ry R4 R4
RS Yﬁ)'Rz R3Y k RZ R\3 Y R2 R\3 X)—Rz R\3 /kRz
‘ z ,)X ¢ z z M z Rs
Ry z A;i(n Ry .(A1 m Ry (A1 m X Ry (A1 m Yy Rs (A1 m
LXVII LXIX LXX LXXI LXXII
R3Z,R3
(A)m
2~X_ R
B
Z
RS/ fA#‘;X R1
LXXIH

en donde X = 0O, S, CHy, N(Q3) donde Q es H, Me, Et, -(CH2)-N(Qs, Qq4); Y = O, S, CHz, N(Q3) donde Q es H, Me, Et,
-(CH2)~N(Qs, Q4); Z = N, CH, C(Me), C(Et); Q1 =0 0S; Q2 =0 0 S; Ay, Az, = CHy, CHF, CF; m, n, py/o q es
independientemente 0 a 5.

En la presente se describe la sintesis de lipidos cationicos descritos anteriormente en forma racémica asi como
6pticamente pura.

R1,R2 y R4 son cada uno independientemente seleccionados del grupo que consiste en grupos alquilo que tienen
aproximadamente 10 a 30 atomos de carbono, donde R4, Rz y R4 comprende independientemente: cadena alquilo
completamente saturada, al menos un enlace doble, al menos un enlace triple, al menos un atomo hetero, al menos
un CF3, al menos un CHF o al menos una cadena perfluoroalquilada. CF,/CHF podria estar en el ancla del lipido o
en el nicleo. R3 se selecciona independientemente del grupo que consiste en: H y alquilos C4-C19, alquenilos C4-C1o,
alquinilos, C1-C10, alquilheterociclos, alquilfosfatos, alquilfosforotioato, alquilfosfonatos, alquilaminas, hidroxialquilos,
w-aminoalquilos, w-aminoalquilos(sustituidos), w-fosfoalquilos, w-tiofosfoalquilos, PEG con intervalo PM de 100 -
40000, mPEG con intervalo PM de 120 - 40000, heterociclos tales como imidazolos, triazolos, piridinas, pirimidinas,
purinas, piridinas sustituidas, espaciador PEF/alquil que contiene ligandos que se dirigen al receptor tales como
GalNAc, acido fdlico, manosa, Fucosa, naproxeno, ibuprofeno y los ligandos incluyen pequefias moléculas que se
unen a quimiocinas, integrinas, somatostatina, receptores de CNS y andrégeno. Rz también cubre los ligandos
anteriores sin espaciador entre los lipidos nucleo/ancla.

En una realizacion, el lipido puede ser un compuesto que tiene la férmula:

Ry W R E‘Ra Ra R
R/ \/\'Tl/\/ \/\hllz

R R

2

0 que tiene la férmula:

3 R Ra\ / \ ,Ra R

N~ o~ N N~ R
R™1 N __/ N

R R

2

0 una mezcla de estos.

Cada R,, independientemente, esta ausente, es H, alquilo o cicloalquilo. En una realizacién, Ra es alquilo o
cicloalquilo para no mas de dos apariciones. En una realizacion, R, es alquilo o cicloalquilo para no mas de una
aparicion.
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En una realizacién, R, para al menos 3 apariciones, es

1
Y,R

\E\)\RZ

En una realizacion, Y es O o NR* En una realizacion, Y es O. En una realizacion, Y es O para cada aparicion. En
una realizacion, R' es H. En una realizacion, R es H para cada aparicion.

En una realizacion, R' es

o
E‘U\ R3

-

donde R?3 alquilo, alquenilo, alquinilo, heteroalquilo, heteroalquenilo, o heteroalquinilo, cada uno de los cuales esta
opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes (por ejemplo, un sustituyente hidrofilico). En una realizacion,
R'es

0O
%JJ\R3
y R3 alquilo opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes (por ejemplo, un sustituyente hidrofilico). En una

realizacion, R es sustituido con -OH.

En una realizacion, R es R?,

;ZLJJ\Rs, z_‘s RS ;{:S//Ra ;}l\ _R3 F'{“

donde R3 alquilo es opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes. En una realizacion, R® es sustituido con
un sustituyente hidrofilico. R* para cada aparicion es independientemente H alquilo, alquenilo, alquinilo,
heteroalquilo, heteroalquenilo o heteroalquinilo; cada uno de los cuales esta opcionalmente sustituido con uno o mas
sustituyentes. En una realizacion, R® es sustituido con -OH. En una realizacion, R? es alquilo, alquenilo o alquinilo.
En una realizacion, R? es alquilo (por ejemplo, alquilo Ce-C1s , por ejemplo, alquilo Ce-C12, por ejemplo, alquilo Cyo).

En una realizacion, R, para al menos 3 (por ejemplo, al menos 4 o 5) apariciones, es

OH
RZ

En una realizacion, R? es alquilo (por ejemplo, alquilo Ce-C1s , por ejemplo, alquilo Cs-C+2, por ejemplo, alquilo Cio).
En una realizacion, R para al menos 1 aparicién (por ejemplo, 1 o 2 apariciones) es H.
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El lipido puede ser un compuesto que tiene la férmula:

ﬂww N“M

Rs

0 un compuesto que tiene la féormula:

' oH H
. OH ,— R. r/_/—/_/_/
\/\/\/\/\/\/N N N

\/\N’\zN\/\N

JASA \ _
Ra Ra oH Ra Ra/ M\/\

5 0 una mezcla de estos.

En una realizacién, no mas de dos instancias de R, son alquilo o cicloalquilo. En una realizacién, no mas de una
instancia de R, son alquilo o cicloalquilo. En una realizacién, una o dos instancias de Ra son metilo, y las instancias

restantes de R, estan cada una ausentes o son H.

En algunas realizaciones, el lipido puede ser un lipido cuaternario derivado de los compuestos descritos en Akinc,

10 A., et al., "Development of lipidoid-siRNA formulations for systemic delivery of RNAI therapeutics," Nat. Biotechnol.
26, (2008), 561-569; Love, K.T., et al., "Lipid-like materials for low-dose, in vivo gene silencing," PNAS 107, 5,
(2010), 1864-1869; o Mahon, K.P., et al., "Combinatorial approach to determine functional group effects on lipidoid-
mediated siRNA delivery," Bioconjug Chem. 18 de agosto de 2010; 21(8):1448-54.

Por ejemplo, el lipido puede tener una de las siguientes férmulas:

R R® R
~ /\/\N/ ~ /\/\N R R. N/\/N\/\N/\/ ‘R
5 REFR R\Ra’RRa R R R Re RRe R

b >

R/\/\N
R R® R Rre

)
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R, R R? RR

NV [
N | NZ
Ra/ V\N/\/ Ra
R, R® R, R .
HO/\/N\/\N\/\/OH Ra.N\/\/N\/\/OH R-N-R .
R R , R R , Re ,
R
| "R R R g Rp R.R R TR
R S~ y~N, N~ A~ N N~ >Nga
N N, R® oo’ N R? R® ,
RR R R , | , R? ,
R .
Ra R2,
N-R N-R -
"/N__R N—R R‘N/\/O\/\O/\/N‘Ra
Ra‘l Ra’l 1
R R R®

R R R, /R R

', R
Ra,N\/_N\ /N\/N\/\N'R

donde R es

\,(\O’Hﬂo/j/\/\
N AR

Donde x es 3-15, y cada R?, independientemente, esta ausente, es H, alquilo o cicloalquilo. En algunos casos, R? es
10 alquilo o cicloalquilo para no mas de dos apariciones, o R® puede ser alquilo o cicloalquilo para no mas de una
aparicion. En algunos casos, R? es metilo.

En otro ejemplo, el lipido puede tener una de las siguientes férmulas:

R. R? R?
RSN SANRE RS (R
2N /N a /N SN
R R RrR R o RrR R R
donde R es

17
15 >

RP es

\H/\)OJ\N,H\
H

o]
\\/\)J\X—RC
donde Xes Oo NHy R es
\(\/\/OH
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H
~_0 N o
‘\ \l(])/ ~ \\/\/\T/ \k/\/o\/\o/\ R&O}::I

b

XYL X o S o e o
i\/\/k)“ ‘\&/\/"E/ H’l/\/th\ . \/HX\

Donde x es 7-17, y cada R?, independientemente, esta ausente, es H, alquilo o cicloalquilo. En algunos casos, R? es
5 alquilo o cicloalquilo para no mas de dos apariciones, o R® puede ser alquilo o cicloalquilo para no mas de una
aparicion. En algunos casos, R? es metilo.

En las tablas que siguen, las formas cuaternizadas (por ejemplo, donde el nitrégeno de amina esta adicionalmente
modificado, tal como alquilado adicionalmente, para proporcionar una amina cuaternaria) de los lipidos descritos
también se contemplan.

10 Tabla 1: Algunos lipidos catidnicos de ejemplo

Sl TS

meso, cis Racémico, trans
sy ooty spccco Ol
o = == ‘o = ==
0 SEp—

R o —
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(o] == — S — ESS
o B — 0 — = ~

(o) = = = =
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jop ool ° D
", = — ~o = =
o MerOC .
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O == — ~ (o] == —
S Y
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ey — —_ o — —
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— Y .|\0
&

Racémico, cis

(e} —__ ==
Cr e T

cis Racémico y puro de forma optica
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AOPOCCT U |l

Racémico y puro de forma optica

DT
s

WU S COO O
! 0
CLM o D
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(1" -0
o : __ —_
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Tabla 2. Algunos lipidos catiénicos de ejemplo adicionales
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Tabla 3: Algunos lipidos catiénicos de ejemplo adicionales
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Tabla 4. Lipidos cationicos de ejemplo adicionales
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Una cantidad de lipidos cationicos, y métodos para elaborarlos, se describen, por ejemplo, en las solicitudes n.°
PCT/US09/63933, PCT/US09/63927, PCT/US09/63931, y PCT/US09/63897, cada una presentada el 10 de
noviembre de 2009, y las solicitudes referidas alli que incluyen los n.° 61/104,219, presentada el 9 de octubre de
2008; n.° 61/113,179, presentada el 10 de noviembre de 2008; n.° 61/154,350, presentada el 20 de febrero de 2009;
n.° 61/171,439, presentada el 21 de abril de 2009; n.°. 61/175,770, presentada el 5 de mayo de 2009; n.°
61/185,438, presentada el 9 de junio de 2009; n.° 61/225,898, presentada el 15 de julio 2009; y n.° 61/234,098,
presentada el 14 de agosto de 2009; WO 2009/086558; y WO 2008/042973. Ver, por ejemplo, las Tablas 1y 2 de la
solicitud n.° PCT/US09/63933, presentada el 10 de noviembre de 2009, en las paginas 33-51.

En realizaciones particulares, los lipidos son lipidos catiénicos. Tal como se usa en la presente, el término “lipido
catiénico” pretende incluir aquellos lipidos que tienen uno o dos acidos grasos o cadenas alifaticas grasas y un
grupo principal amino (que incluye un grupo alquilamino, dialquilamino, o trialquilamino) que puede ser protonado
para formar un lipido catiénico a pH fisioldgico. En algunas realizaciones, un lipido cationico es referido como un
“lipido amino”.

Otros lipidos catidnicos incluirian aquellos que tienen grupos de acidos grasos alternativos y otros grupos
dialquilamino, que incluyen aquellos en los que los sustituyentes alquilo son diferentes (por ejemplo, N-etil-N-
metilamino-, N-propil-N-etilamino- y similares). Para aquellas realizaciones en las que R1 y Rz son ambos grupos
alquilo, alquenilo, alquinilo o acilo de cadena larga, pueden ser iguales o diferentes. En general, los lipidos (por
ejemplo, un lipido catiénico) que tiene cadenas de acilo menos saturadas son mas facilmente dimensionados,
particularmente cuando los complejos tienen tamafios debajo de aproximadamente 0,3 micrones, para fines de
esterilizacion de filtro. Los lipidos catidnicos que contienen acidos grasos no saturados con longitudes de cadena de
carbono en el intervalo de C1g a Cy son tipicos. Otras estructuras también pueden ser usadas para separar el grupo
amino (por ejemplo, el grupo amino del lipido catiénico) y el acido graso o parte de alquilo graso del lipido catiénico.
Las estructuras adecuadas son conocidas por los expertos en la técnica.

En determinadas realizaciones, los lipidos cationicos tienen al menos un grupo protonable o desprotonable, de modo
que el lipido es positivamente cargado a un pH a o debajo del pH fisioldgico (por ejemplo, pH 7.4), y neutro a un
segundo pH, preferentemente a o sobre el pH fisioldgico. Tales lipidos también son referidos como lipidos
catiénicos. Por supuesto, se entendera que la adicién o eliminacién de protones como una funcién de pH es un
proceso de equilibrio, y que la referencia a un lipido cargado o neutral se refiere a la naturaleza de las especies
predominantes y no requiere en absoluto que el lipido esté presente en la forma cargada o neutral. Los lipidos
pueden tener mas de un grupo protonable o despronatable, o pueden ser zwiteridnicos.

En determinadas realizaciones, los lipidos cationicos (es decir, lipidos catidnicos) tienen un pK, del grupo
protonatable en el intervalo de aproximadamente 4 a aproximadamente 11. Tipicamente, los lipidos tendran un pK,
de aproximadamente 4 a aproximadamente 7, por ejemplo, entre aproximadamente 5 y 7, tal como entre
aproximadamente 5,5 y 6,8, cuando se incorpora en particulas de lipidos. Tales lipidos seran cationicos a una etapa
de formulacién de pH inferior, mientras que las particulas seran en gran parte (aunque no completamente)
neutralizadas en la superficie a pH fisioldgico aproximadamente pH 7,4. Uno de los beneficios de un pK, en el
intervalo de entre aproximadamente 4 y 7 es que al menos algunos acidos nucleicos asociados con la superficie
externa de la particula perdera su interaccion electrostatica a pH fisiolégico y puede ser eliminado mediante dialisis
simple; reduciendo de este modo de gran manera la susceptibilidad de la particula a la eliminacion. Las mediciones
de pK, de lipidos dentro de las particulas de lipidos se pueden realizar, por ejemplo, al usar la sonda fluorescente
acido sulfonico de 2-(p-toluidino)-6-naftaleno (TNS), usando métodos descritos en Cullis et al., (1986) Chem Phys
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Lipids 40, 127-144.

En una realizacion, las formulaciones descritas en la presente comprenden ademas una apolipoproteina. Tal como
se usa en la presente, el término “apolipoproteina” o lipoproteina se refiere a apolipoproteinas conocidas por los
expertos en la técnica y variantes y fragmentos de estas y a agonistas de apolipoproteina, analogos o fragmentos de
estos descritos mas adelante.

Las apolipoproteinas adecuadas incluyen, pero no se limitan a, ApoA-l, ApoA-ll, ApoA-IV, ApoA-V y ApoE, y formas,
isoformas, variantes y mutantes polimorficas activas asi como fragmentos o formas truncadas de estos. En
determinadas realizaciones, la apolipoproteina es un tiol que contiene apolipoproteina. “Tiol que contiene
apolipoproteina” se refiere a una apolipoproteina, variante, fragmento o isoforma que contiene al menos un resto de
cisteina. El tiol mas comin que contiene apolipoproteinas son ApoA-lI Milano (ApoA-Iv) YApoA-l Paris (ApoA-lp) que
contiene un resto de cisteina (Jia et al., 2002, Biochem. Biophys. Res. Comm. 297: 206-13; Bielicki y Oda, 2002,
Biochemistry 41: 2089-96). ApoA-Il, ApoE2 y ApoE3 también son apolipoproteinas que contienen tiol. ApoE aislado
y/o fragmentos activos y analogos de polipéptidos de estos, que incluyen formas producidas de forma recombinante
de estos, se describen en las patentes estadounidenses n.° 5.672.685; 5.525.472; 5.473.039; 5.182.364; 5.177.189;
5.168.045; 5.116.739. ApoE3 se describe en Weisgraber, et al., "Human E apoprotein heterogeneity: cysteine-
arginine interchanges in the amino acid sequence of the apo-E isoforms," J. Biol. Chem. (1981) 256: 9077-9083; y
Rall, et al., "Structural basis for receptor binding heterogeneity of apolipoprotein E from type Il hyperlipoproteinemic
subjects," Proc. Nat. Acad. Sci. (1982) 79: 4696-4700, Ver también el numero de registro de GenBank K00396.

En determinadas realizaciones, la apolipoproteina puede estar en su forma madura, en su forma
preproapolipoproteina o en su forma proapolipoproteina. Homo- y heterodimeros (donde es viable) de pro- y ApoA-I
maduro (Duverger et al., 1996, Arterioscler. Thromb. Vase. Biol. 16(12):1424-29), ApoA-l Milano (Klon et al., 2000,
Biophys. J. 79:(3)1679-87; Franceschini et al., 1985, J. Biol. Chem. 260: 1632-35), ApoA-I Paris (Daum et al., 1999,
J. Mol. Med. 77:614-22), ApoA-ll (Shelness et al., 1985, J. Biol. Chem. 260(14):8637-46; Shelness et al., 1984, J.
Biol. Chem. 259(15):9929-35), ApoA-IV (Duverger et al., 1991, Euro. J. Biochem. 201(2):373-83), y ApoE (McLean et
al., 1983, J. Biol. Chem. 258(14):8993-9000) también se pueden utilizar.

En determinadas realizaciones, la apolipoproteina puede ser un fragmento, variante o isoforma de la
apolipoproteina. El término “fragmento” se refiere a cualquier apolipoproteina que tiene una secuencia de
aminoacidos mas corta que aquella de una apolipoproteina nativa y cuyo fragmento retiene la actividad de
apolipoproteina nativa, que incluye propiedades de unidon al lipido. Por “variante” significa sustituciones o
alteraciones en las secuencias de aminoacidos de la apolipoproteina, cuyas sustituciones o alteraciones, por
ejemplo, adiciones y eliminaciones de restos de aminoacidos, no suprimen la actividad de la apolipoproteina nativa,
que incluye las propiedades de union al lipido. Por lo tanto, una variante puede comprender una proteina o péptido
que tiene una secuencia de aminoacidos sustancialmente idéntica a una apolipoproteina nativa proporcionada en la
presente en la que uno o mas restos de aminoacidos han sido sustituidos de forma conservadora con aminoacidos
quimicamente similares. Los ejemplos de sustituciones conservadoras incluyen la sustitucion de al menos un resto
hidrofébico tal como isoleucina, valina o leucina o metionina por otro. Asimismo, en la presente se contempla, por
ejemplo, la sustitucion de al menos un resto hidrofilico tal como, por ejemplo, entre arginina y lisina, entre glutamina
y asparagina, y entre glicina y serina (ver la patente estadounidense n.° 6.004.925. 6.037.323 y 6.046.166). El
término “isoforma” se refiere a una proteina que tiene la misma funciéon, o mayor o parcial y secuencia similar,
idéntica o parcial, y puede o no ser el producto del mismo gen y generalmente especifico al tejido (ver Weisgraber
1990, J. Lipid Res. 31(8):1503-11; Hixson y Powers 1991, J. Lipid Res. 32(9):1529-35; Lackner et al., 1985, J. Biol.
Chem. 260(2):703-6; Hoeg et al., 1986, J. Biol. Chem. 261(9):3911-4; Gordon et al., 1984, J. Biol. Chem. 259(1):468-
74; Powell et al., 1987, Cell 50(6):831-40; Aviram et al.,, 1998, Arterioscler. Thromb. Vase. Biol. 18(10):1617-24;
Aviram et al., 1998, J. Clin. Invest. 101(8):1581-90; Billecke et al., 2000, Drug Metab. Dispos. 28(11):1335-42;
Draganov et al., 2000, J. Biol. Chem. 275(43):33435-42; Steinmetz y Utermann 1985, J. Biol. Chem. 260(4):2258-64;
Widler et al., 1980, J. Biol. Chem. 255(21):10464-71; Dyer et al., 1995, J. Lipid Res. 36(1):80-8; Sacre et al., 2003,
FEBS Lett. 540(1-3):181-7; Weers, et al., 2003, Biophys. Chem. 100(1-3):481-92; Gong et al., 2002, J. Biol. Chem.
277(33):29919-26; Ohta et al., 1984, J. Biol. Chem. 259(23):14888-93 y patentes estadounidenses n.° 6.,372.886).

En determinadas realizaciones, los métodos y composiciones incluyen el uso de una construccién quimérica de una
apolipoproteina. Por ejemplo, una construccion quimérica de una apolipoproteina puede comprender un dominio de
apolipoproteina con capacidad de unién elevada asociada con un dominio de apolipoproteina que contiene
propiedades protectoras de isquemia-reperfusion. Una construccién quimérica de una apolipoproteina puede ser una
construccion que incluye regiones separadas dentro de una apolipoproteina (es decir, construcciéon homoéloga) o una
construcciéon quimérica puede ser una construccion que incluye regiones separadas entre diferentes
apolipoproteinas (es decir, construcciones heterélogas). Las composiciones que comprenden una construccion
quimérica también pueden incluir segmentos que son variantes de apolipoproteina o segmentos disefiados a tener
un caracter especifico (por ejemplo, propiedad de union al lipido, uniéon al receptor, enzimatica, activacion de
enzima, antioxidante o reduccién-oxidacion) (ver Weisgraber 1990, J. Lipid Res. 31(8):1503-11; Hixson y Powers
1991, J. Lipid Res. 32(9):1529-35; Lackner et al., 1985, J. Biol. Chem. 260(2):703-6; Hoeg et al, 1986, J. Biol. Chem.
261(9):3911-4; Gordon et al., 1984, J. Biol. Chem. 259(1):468-74; Powell et al., 1987, Cell 50(6):831-40; Aviram et
al.,, 1998, Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 18(10):1617-24; Aviram et al., 1998, J. Clin. Invest. 101(8):1581-90;
Billecke et al., 2000, Drug Metab. Dispos. 28(11):1335-42; Draganov et al., 2000, J. Biol. Chem. 275(43):33435-42;
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Steinmetz y Utermann 1985, J. Biol. Chem. 260(4):2258-64; Widler et al., 1980, J. Biol. Chem. 255(21):10464-71;
Dyer et al., 1995, J. Lipid Res. 36(1):80-8; Sorenson et al., 1999, Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 19(9):2214-25;
Palgunachari 1996, Arterioscler. Throb. Vase. Biol. 16(2):328-38: Thurberg et al., J. Biol. Chem. 271(11):6062-70;
Dyer 1991, J. Biol. Chem. 266(23):150009-15; Hill 1998, J. Biol. Chem. 273(47):30979-84).

Las apolipoproteinas usadas en la presente también incluyen apolipoproteinas recombinantes, sintéticas, semi-
sintéticas o purificadas. Los métodos para obtener apolipoproteinas o equivalentes de estos, usados en la presente
son bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, las apolipoproteinas se pueden separar del plasma o productos
naturales mediante, por ejemplo, centrifugacion de gradiente de densidad o cromatografia de inmunoafinidad, o
producido sintéticamente, semi-sintéticamente o usando técnicas de ADN recombinante conocidas por los expertos
en la técnica (ver, por ejemplo, Mulugeta et al., 1998, J. Chromatogr. 798(1-2): 83-90; Chung et al., 1980, J. Lipid
Res. 21(3):284-91; Cheung et al., 1987, J. Lipid Res. 28(8):913-29; Persson, et al., 1998, J. Chromatogr. 711:97-109;
patente estadounidense n.° 5.059.528, 5.834.596, 5.876.968 y 5.721.114; y las publicaciones PCT WO 86/04920 y
WO 87/02062).

Las apolipoproteinas usadas en la presente incluyen ademas agonistas de apolipoproteinas tal como péptidos y
analogos de péptidos que imitan la actividad de ApoA-I, ApoA-I Milano (ApoA-In), ApoA-I Paris (ApoA-Ip), ApoA-ll,
ApoA-IV, y ApoE. Por ejemplo, la apolipoproteina puede ser cualquiera de aquellas descritas en la patente
estadounidense n.° 6.004.925, 6.037.323, 6.046.166, y 5.840.688.

Los péptidos agonistas de apolipoproteina o analogos de péptidos se pueden sintetizar o elaborar usando cualquier
técnica para sintesis de péptidos conocidos en la técnica que incluyen, por ejemplo, las técnicas descritas en la
patente estadounidense n.° 6.004.925, 6.037.323 y 6.046.166. Por ejemplo, los péptidos se pueden preparar usando
la técnica sintética de fase sélida inicialmente descrita por Merrifield (1963, J. Am. Chem. Soc. 85:2149-2154). Otras
técnicas de sintesis de péptidos se pueden encontrar en Bodanszky et al., Peptide Synthesis, John Wiley & Sons, 2d
Ed., (1976) y otras referencias facilmente disponibles para los expertos en la técnica. Un resumen de técnicas de
sintesis de polipéptidos se puede encontrar en Stuart y Young, Solid Phase Peptide. Synthesis, Pierce Chemical
Company, Rockford, lll., (1984). Los péptidos también se pueden sintetizar mediante métodos de solucién tal como
se describe en The Proteins, Vol. I, 3d Ed., Neurath et. al., Eds., p. 105-237, Academic Press, Nueva York, N.Y.
(1976). Los grupos protectores apropiados para usar en diferentes sintesis de péptidos se describen en los textos
anteriormente mencionados asi como en McOmie, Protective Groups in Organic Chemistry, Plenum Press, Nueva
York, N.Y. (1973). Los péptidos descritos en la presente también puede que estén preparados mediante escision
quimica o enzimatica de partes mas grandes, por ejemplo, de apolipoproteina A-I.

En determinadas realizaciones, la apolipoproteina puede ser una mezcla de apolipoproteinas. En una realizacion, la
apolipoproteina puede ser una mezcla homogénea, que es, un solo tipo de apolipoproteina. En otra realizacion, la
apolipoproteina puede ser una mezcla heterogénea de apolipoproteinas, esto es, una mezcla de dos o mas
apolipoproteinas diferentes. Las realizaciones de mezclas heterogéneas de apolipoproteinas pueden comprender,
por ejemplo, una mezcla de una apolipoproteina de una fuente animal y una apolipoproteina de una fuente
semisintética. En determinadas realizaciones, una mezcla heterogénea puede comprender, por ejemplo, una mezcla
de ApoA-l y ApoA-l Milano. En determinadas realizaciones, una mezcla heterogénea puede comprender, por
ejemplo, una mezcla de ApoA-l Milano y ApoA-l Paris. Mezclas adecuadas para usar en los métodos y
composiciones descritos en la presente seran evidentes para los expertos en la técnica.

Si la apolipoproteina se obtiene de fuentes naturales, se puede obtener de una planta o fuente animal. Si la
apolipoproteina se obtiene de una fuente animal, la apolipoproteina puede ser de cualquier especie. En
determinadas realizaciones, la apolipoproteina puede obtenerse de una fuente animal. En determinadas
realizaciones, la apolipoproteina puede obtenerse de una fuente humana. En realizaciones preferidas, la
apolipoproteina deriva de las mismas especies que el individuo al que se le administré la apolipoproteina.

Particulas de lipidos

Las particulas de lipidos pueden incluir uno o mas de los lipidos catidénicos descritos anteriormente. Las particulas
lipidicas incluyen, pero no se limitan a, liposomas. Tal como se usa en la presente, un liposoma es una estructura
que tiene membranas que contienen lipidos que rodean un interior acuoso. Los liposomas pueden tener una o mas
membranas lipidicas. Los liposomas pueden ser de una sola capa, se referidos como unilamelares, o de multiples
capas, referidos como multilamelares. Cuando se vuelven complejos junto con acidos nucleicos, las particulas de
lipidos también pueden ser lipoplexas, que estan compuestas de bicapas de lipidos catidénicos en medio de capas de
ADN, tal como se describe en, por ejemplo, Felgner, Scientific American.

Las particulas lipidicas pueden comprender adicionalmente uno o mas lipidos adicionales y/o otros componentes,
tales como el colesterol. Otros lipidos pueden estar incluidos en las composiciones de liposomas descritas en la
presente para una variedad de fines, como para prevenir la oxidacién de lipidos o para unir ligandos sobre la
superficie de liposomas. Cualquiera de una cantidad de lipidos puede estar presente en los liposomas descritos en
la presente, que incluyen lipidos anfipaticos, neutros, catidnicos y aniénicos. Tales lipidos pueden usarse solos o en
combinacién. Ejemplos especificos de componentes de lipido adicionales que pueden estar presentes se describen
mas adelante.
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Componentes adicionales que pueden estar presentes en una particula de lipido descrita en la presente incluyen
componentes de estabilizacion bicapa tal como oligdmeros de poliamida (ver, por ejemplo, la patente
estadounidense n.° 6.320.017), péptidos, proteinas, detergentes, derivados de lipidos tales como PEG acoplado a
fosfatidiletanolamina y PEG conjugado a ceramidas (ver, la patente estadounidense n.° 5.885.613).

En realizaciones particulares, las particulas de lipidos incluyen uno o mas de un segundo lipido amino o lipido
catiénico, un lipido neutro, un esterol, y un lipido que se selecciona para reducir la agregacion de particulas de
lipidos durante la formacién, que puede tener como resultado la estabilizacion estérica de particulas que evitan la
agregacion inducida por carga durante la formacion.

Las particulas lipidicas pueden incluir dos o mas lipidos catidnicos. Los lipidos pueden seleccionarse para que
proporcionen diferentes propiedades beneficiosas. Por ejemplo, los lipidos que tienen propiedades diferentes tales
como el pK, de amina, la estabilidad quimica, la semivida en circulacion, la semivida en los tejidos, la acumulacion
neta en los tejidos o la toxicidad pueden utilizarse en una particula lipidica. en particular, los lipidos catiénicos
pueden elegirse de manera que las propiedades de la particula lipidica mixta sea mas deseable que las propiedades
una particula lipidica simple de lipidos individuales.

La acumulacion de tejido neta y la toxicidad a largo plazo (si hay) de los lipidos catiénicos puede ser modulada de
manera favorables mediante la eleccion de mezclas de lipidos catidnicos en vez de seleccionar un solo lipido
catidnico en una formulacion dada. Tales mezclas pueden también proporcionar una mejor encapsulacion y/o
liberaciéon del farmaco. Una combinacion de lipidos catidnicos también puede afectar la estabilidad sistémica en
comparacion a una entidad Unica en una formulacion.

En un ejemplo, una serie de compuestos estructuralmente similares pueden tener valores variables de pKa que
abarcan un intervalo, por ejemplo, de menos de 1 unidad de pKj, de 1 a 2 unidades pK,, 0 un intervalo de mas de 2
unidades pKa. Dentro de la serie, se puede encontrar que un pK, en el medio del intervalo esta asociada con un
aumento de las propiedades ventajosas (mayor eficacia) o una disminucién en propiedades desfavorables (por
ejemplo, toxicidad reducida), en comparacién con los compuestos que tienen valores pKs; hacia los fines del
intervalo. En tal caso, dos (o mas) compuestos diferentes que tienen valores pK, hacia extremos opuestos del
intervalo se pueden seleccionar para usar juntos en una particula de lipido. De esta manera, las propiedades netas
de las particulas lipidicas (por ejemplo, la carga como una funcién del pH local) pueden estar mas cerca que las de
una particula que incluya un unico lipido de la mitad del rango. Los lipidos catiénicos con estructuras disimiles (por
ejemplo, que no son parte de la serie de compuestos de estructura similar mencionada anteriormente) pueden
también utilizarse en una particula lipidica mixta. Las particulas de lipidos pueden incluir mezclas de lipidos
catiénicos donde uno (o mas) lipido cationico es un lipido cargado, es decir, uno que porta una carga positiva
permanente, tal como una amina cuaternaria.

En algunos casos, dos o mas lipidos catidnicos diferentes pueden tener valores pK, que difieren ampliamente, por
ejemplo, que difieren en 3 o mas unidades de pKa. En este caso, el comportamiento neto de una particula de lipido
mezclada no necesariamente imitara a aquella de una particula de lipido individual que tiene un pKj intermedio. Por
el contrario, el comportamiento neto puede ser aquel de una particula que tiene dos sitios protonable distintos (o
desprotonables segun sea el caso) con diferentes valores pKa. En el caso de un lipido individual, la fraccion de sitios
protonables que estan de hecho protonados varia drasticamente a medida que el pH pasa de menos del pK, a por
encima del pK, (cuando el pH es igual al valor pKa, 50 % de los sitios estan protonados). Cuando dos o mas lipidos
catidnicos diferentes que pueden tener valores pK, ampliamente diferentes (por ejemplo, que difieren en 3 o mas
unidades pK,) son combinados en una particula de lipido, la particula de lipido puede mostrar una transicion mas
gradual de no protonado a protonado a medida que el pH varia.

En otros ejemplos, dos o mas lipidos pueden seleccionarse en funcion de otras consideraciones. Por ejemplo, si un
lipido en si mismo es altamente eficaz pero moderadamente téxico, puede combinarse con un lipidco que sea
menos eficaz pero no toxico. En algunos casos, la combinacion puede seguir siendo altamente eficaz pero puede
tener una toxicidad muy reducida, incluso cuando podria predecirse que la combinacién seria solo moderadamente
eficaz y solo apenas menos toxica.

La seleccion puede llevarse a cabo segun un valor medido de una caracteristica que se determina
experimentalmente, por ejemplo, una caracteristica a la que puede asignarsele un valor numérico a partir de los
resultados de un experimento. Las caracteristicas determinables de forma experimental pueden incluir una medida
de seguridad, una medida de eficacia, una medida de interaccién con una biomolécula predeterminada, o pKa.

Una medida de la seguridad incluye un indice de supervivencia, un LDsp, 0 un nivel de un biomarcador (tal como un
biomarcador de suero) asociado con dafio a los tejidos (por ejemplo, las enzimas hepaticas para el higado; CPK
para el musculo; el equilibrio i6nico para el rifion). Una medida de la eficacia puede ser cualquier medida que indique
si un agente terapéutico esta produciendo un efecto; en particular, si esta produciendo un efecto deseado y/o en qué
medida lo esta produciendo, tal como el tratamiento, la prevencion, el alivio u otro que mejore una enfermedad,
trastorno o afeccion clinica. La medida de la eficacia puede ser una medida indirecta; por ejemplo, si se pretende
que un agente terapéutico produzca un efecto en particular a nivel celular, las medidas de tal efecto en cultivos
celulares puede ser una medida de la eficacia. Una medida de la interaccién con biomoléculas predeterminadas
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puede incluir una Ky para unirse a una proteina en particular o una medida del caracter, grado o medida de
interaccion con otros lipidos, incluyendo subestructuras celulares tales como membranas celulares, membranas
endosomales, membranas nucleares y similares.

Los lipidos catidnicos pueden seleccionarse en funcion del mecanismo de accion, por ejemplo, si los lipidos
interactian con biomoléculas predeterminadas, en qué condiciones lo hacen y en qué medida lo hacen. por ejemplo,
determinados lipidos catiénicos estan asociados con un mecanismo dependiente de ApoE (por ejemplo, DLin-M-C3-
DMA vy oftros lipidos), mientras que otros lipidos (tales como C12-200 y otros lipidos) pueden ser asociados con un
mecanismo que es independiente de Apo-E. Ver, por ejemplo, Love, K.T., et al., "Lipid-like materials for low-dose, in
vivo gene silencing," PNAS 107, 5, (2010), 1864-1869; y Akinc, A., et al., "Targeted Delivery of RNAi Therapeutics
with Endogenous and Exogenous Ligand-Based Mechanisms," Mol. Therapy 18, 7, (2010), 1357-1364. Por lo tanto,
un primer lipido catiénico puede ser elegido, en parte, porque esta asociado con un mecanismo dependiente de
ApoE; un segundo lipido catidnico puede ser elegido, en parte, porque esta asociado con un mecanismo
independiente de ApoE.

Por ejemplo, una particula de lipido puede contener una mezcla de los lipidos catidnicos descritos en, por ejemplo,
WO 2009/086558, y la solicitud estadounidense provisional n.° 61/104,219, presentada el 9 de octubre de 2008, y
analogos de éster de estos. En otro ejemplo, una particula de lipido puede contener una mezcla de XTC2 y TechG1.

Ejemplos de lipidos que reducen la agregacion de particulas durante la formacion incluyen lipidos modificados por
polietilenglicol (PEG), monosialogangliésido Gm1, y oligémeros de poliamida (“PAQ”) tales como (descritos en la
patente estadounidense n.° 6.320.017). Otros compuestos con restos no cargados, hidrofilicos, de barrera-estéricos,
que evitan la agregacion durante la formulacién, como PEG, Gm1 o ATTA, también pueden ser acoplados a lipidos
para usar como en los métodos y composiciones descritos en la presente. Los lipidos ATTA se describen, por
ejemplo, en la patente estadounidense n.° 6.320,017, y conjugados de lipidos-PEG se describen, por ejemplo, en las
patentes estadounidenses n.° 5.820.873, 5.534.499 y 5.885,613. Tipicamente, la concentracion del componente de
lipido seleccionado para reducir la agregacion es aproximadamente 1 a 15 % (por porcentaje molar de los lipidos).

Los ejemplos especificos de lipidos modificados por PEG (o conjugados de lipidos-polioxietileno) que son utiles en la
presente pueden tener una variedad de partes de lipido de “anclaje” para asegurar la parte de PEG a la superficie de
la vesicula de lipido. Ejemplos de lipidos modificados por PEG adecuados incluyen fosfatidiletanolamina modificada
por PEG y acido fosfatidico, conjugados de ceramida-PEG (por ejemplo, PEG-CerC14 o PEG-CerC20) que se
describen en la patente estadounidense n.° 5.820.873, dialquilaminas modificadas por PEG y 1,2-diaciloxipropan-3-
aminas modificadas por PEG. Los diacilgliceroles y dialquilgliceroles modificados por PEG son particularmente
preferidos.

En realizaciones donde un resto estéricamente grande tal como PEG o ATTA conjugado a un ancla de lipido, la
seleccion del ancla del lipido depende de qué tipo de asociacion el conjugado va a tener con la particula de lipido.
Es sabido que mPEG (mw2000)-diastearoilfosfatidiletanolamina (PEG-DSPE) permanecera asociada con un
liposoma hasta que la particula sea sacada de circulacién, posiblemente en cuestion de dias. Otros conjugados, tal
como PEG-CerC20 tienen capacidad de permanencia similar. PEG-CerC14, sin embargo, intercambia rapidamente
fuera de la formulacién luego de la exposicion a suero, con un Ty de menos de 60 min en algunos ensayos. Tal
como se ilustra en la patente estadounidense n.° 5.820.873, al menos tres caracteristicas influencian la tasa de
intercambio: longitud de cadena de acilo, saturacion de cadena de acilo, y tamafio del grupo principal de la barrera
estérica. Los compuestos que tienen variaciones adecuadas de estas caracteristicas pueden ser Utiles en la
presente. Para algunas aplicaciones terapéuticas puede ser preferible que el lipido modificado por PEG se pierda
rapidamente de la particula de lipido-acido nucleico in vivo y por lo tanto el lipido modificado por PEG poseera
anclas de lipidos relativamente cortas. En otras aplicaciones terapéuticas puede ser preferible que la particulas de
lipido-acido nucleico exhiban una vida de circulaciéon en plasma mas larga y por lo tanto el lipido modificado por PEG
poseera anclas de lipidos relativamente mas largas.

Cabe destacar que los compuestos que evitan la acumulacién no requieren necesariamente la conjugacion de
lipidos para funcionar de manera adecuada. PEG libre o ATTA libre en solucién pueden ser suficientes para evitar la
acumulacion. Si las particulas son estables luego de la formulacion, el PEG o ATTA puede dializarse antes de la
administracion a un sujeto.

Los lipidos neutros, cuando estan presentes en la particula de lipido, pueden ser cualquiera de una cantidad de
especies de lipidos que existen ya sea en forma zwitteridnica neutra o sin carga a un pH fisioldgico. Tales lipidos
incluyen, por ejemplo, diacilfosfatidilcolina, diacilfosfatidiletanolamina, ceramida, esfingomielina, dihidrosfingomielina,
cefalina, y cerebrosidas. La seleccion de lipidos neutrales para usar en las particulas descritas en la presente es
generalmente guiada por consideracion de, por ejemplo, el tamafio del liposoma y la estabilidad de los liposomas en
el torrente sanguineo. Preferentemente, el componente de lipido neutral es un lipido que tiene dos grupos acilo, (es
decir, diacilfosfatidilcolina y diacilfosfatidiletanolamina). Los lipidos con una variedad de grupos de cadena acilo de
diferente longitud de cadena y grado de saturacion, estan disponibles o pueden estar aislados o sintetizados por
técnicas conocidas. En un grupo de realizaciones, se prefieren los lipidos que contienen acidos grasos saturados
con longitudes de cadena de carbono en el intervalo de C1g a Czo, En otro grupo de realizaciones, se usan los lipidos
con acidos grasos mono o diinsaturados con longitudes de cadena de carbono en el intervalo de Ci a Cy, De
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manera adicional, se pueden usar lipidos con mezclas de cadenas de acidos grasos saturados e insaturados.
Preferentemente, los lipidos neutros usados en la presente son DOPE, DSPC, POPC, DPPC o cualquier
fosfatidilcolina relacionado. Los lipidos neutros utiles en la presente también pueden estar compuestos por
esfingomielina, dihidroesfingomielina, o fosfolipidos con otros grupos principales, tales como serina e inositol.

El componente de esterol de la mezcla de lipidos, cuando esta presente, puede ser cualquiera de esos esteroles
usados de forma convencional en el campo del liposoma, vesicula de lipidos o preparacion de particulas de lipidos.
Un esterol preferido es el colesterol.

Otros lipidos cationicos, que portan una carga positiva neta a aproximadamente pH fisiolégico, ademas de aquellos
especificamente descritos anteriormente, pueden también ser incluidos en particulas de lipidos descritas en la
presente. Tales lipidos catidnicos incluyen, pero no se limitan a, cloruro de N,N-dioleil-N,N-dimetilamonio
("DODAC"); cloruro de N-(2,3-dioleiloxi)propil-N,N-N-trietlamonio ("DOTMA"); bromuro de N,N-distearil-N,N-
dimetilamonio ("DDAB"); cloruro de N-(2,3-dioleoiloxi)propil)-N,N,N-trimetilamonio ("DOTAP"); sal de cloruro de 1,2-
Dioleiloxi-3-trimetilaminopropano ("DOTAP.CI"); 3B-(N-(N',N'-dimetilaminoetano)-carbamoil)colesterol ("DC-Chol"),
trifluoracetato de  N-(1-(2,3-dioleiloxi)propil)-N-2-(esperminacarboxamido)etil)-N,N-dimetilamonio  ("DOSPA"),
dioctadecil-amido-glicilo carboxiespermina ("DOGS"), 1,2-dilecil-sn-3-fosfoetanolamina ("DOPE"), 1,2-dioleoil-3-
dimetilamonio propano ("DODAP"), N, N-dimetil-2,3-dioleiloxi)propilamina ("DODMA"), y bromuro de N-(1,2-
dimiristiloxiprop-3-il)-N,N-dimetil-N-hidroxietii amonio ("DMRIE"). De manera adicional, se pueden utilizar una
cantidad de preparaciones comerciales de lipidos catidnicos tales como, por ejemplo, LIPOFECTIN (que incluye
DOTMA y DOPE, disponible en GIBCO/BRL), y LIPOFECTAMINE (que comprende DOSPA y DOPE, disponible en
GIBCO/BRL). En realizaciones particulares, un lipido cationico es un lipido amino.

Los lipidos anionicos adecuados para su uso en particulas de lipidos descritas en la presente incluyen, pero no se
limitan a, fosfatidilglicerol, cardiolipina, diacilfosfatidilserina, acidos diacilfosfatidico, = N-dodecanoil
fosfatidiletanolamina, N-succinil fosfatidiletanolamina, N-glutarilfosfatidiletanolamina, lisilfosfatidilglicerol, y otros
grupos modificadores anionicos unidos a lipidos neutros.

En numerosas realizaciones, los lipidos anfipaticos estan incluidos en particulas de lipidos descritos en la presente.
Los “lipidos anfipaticos” se refieren a cualquier material adecuado en donde la parte hidrofébica del material lipidico
se oriente hacia una fase hidrofébica, mientras que la parte hidrofilica se oriente hacia la fase acuosa. Tales
compuestos incluyen, pero no se limitan a, fosfolipidos, aminolipidos y esfingolipidos. Los fosfolipidos
representativos incluyen esfingomielina, fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina, fosfatidilinositol, acido
fosfatidico, palmitoiloleoil fosfatidilcolina, lisofosfatidilcolina, lisofosfatidiletanolamina, dipalmitoilfosfatidilcolina,
dioleoilfosfatidilcolina, diestearoilfosfatidilcolina, o dilinoleoilfosfatidilcolina. También pueden usarse otros
compuestos que carecen de fésforo, tales como esfingolipidos, familias de glicoesfingolipidos, diacilgliceroles, y B-
aciloxiacidos. Ademas, dichos lipidos anfipaticos se pueden mezclar faciimente con otros lipidos, tales como
triglicéridos y esteroles.

También adecuados para la inclusiéon en las particulas de lipidos descritas en la presente son los lipidos de fusion
programables. Tales particulas de lipidos tienen poca tendencia a fusionarse con membranas celulares y administrar
su carga hasta que ocurre un evento de sefial dado. Esto permite que la particula de lipido se distribuya de forma
mas pareja después de la inyeccion en un sitio de enfermedad u organismo antes de que comience a fusionarse con
las células. El evento de sefial puede ser, por ejemplo, un cambio en pH, temperatura, entorno iénico, o tiempo. En
el ultimo caso, un componente que “encubre” o demora la fusion, tal como un conjugado de ATTA-lipido o un
conjugado de PEG-lipido, puede simplemente intercambiar fuera de la membrana de particula de lipido en el tiempo.
Para cuando la particula de lipido esté adecuadamente distribuida en el cuerpo, ha perdido suficiente agente de
encubrimiento para ser fusogénico. Con otros eventos de sefial, es deseable elegir una sefial que esta asociada con
el sitio de enfermedad o célula objetivo, tal como la temperatura aumentada en un sitio de inflamacion.

En determinadas realizaciones, es deseable dirigirse a las particulas lipidicas descritas en la presente usando restos
de direccionamiento que son especificos para un tipo de célula o tejido. El direccionamiento de las particulas
lipidicas usando una variedad de restos de direccionamiento, tales como ligandos, receptores de la superficie
celular, glicoproteinas, vitaminas (por ejemplo, riboflavina) y anticuerpos monoclonales, se ha descrito previamente
(ver, por ejemplo, las patentes estadounidenses n.° 4.957.773 y 4.603.044). Los restos de direccionamiento pueden
comprender la proteina entera o fragmentos de esta. Los mecanismos de direccionamiento en general requieren que
los agentes de direccionamiento se posicionen en la superficie de la particula lipidica de tal manera que el resto
objetivo esté disponible para la interaccion con la objetivo, por ejemplo, un receptor de la superficie celular. Se
conocen una variedad de agentes y métodos de direccionamiento diferentes y estan disponibles en la técnica, que
incluyen los descritos, por ejemplo, en Sapra, P. y Allen, TM, Prog. Lipid Res. 42(5):439-62 (2003); y Abra, RM et al.,
J. Liposome Res. 12:1-3, (2002).

Se ha propuesto el uso de particulas de lipidos, es decir, liposomas, con un recubrimiento de superficie de cadenas
de polimeros hidrofilicas, tales como cadenas de polietilenglicol (PEG) para el direccionamiento (Allen, et al.,
Biochimica et Biophysica Acta 1237: 99-108 (1995); DeFrees, et al., Journal of the American Chemistry Society 118:
6101-6104 (1996); Blume, et al., Biochimica et Biophysica Acta 1149: 180-184 (1993); Klibanov, et al., Journal of
Liposome Research 2: 321-334 (1992); patente estadounidense n.° 5.013556; Zalipsky, Bioconjugate Chemistry 4:
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296-299 (1993); Zalipsky, FEBS Letters 353: 71-74 (1994); Zalipsky, en Stealth Liposomes Capitulo 9 (Lasic and
Martin, Eds) CRC Press, Boca Raton Fl (1995). En un enfoque, un ligando, tal como un anticuerpo, para dirigirse a la
particula de lipido esta unido al grupo principal polar de lipidos que forman la particula de lipido. En otro enfoque, el
ligando de direccionamiento esta unido a los extremos distales de las cadenas de PEG que forman el revestimiento
de polimero hidrofilico (Klibanov, et al., Journal of Liposome Research 2: 321-334 (1992); Kirpotin et al., FEBS
Letters 388: 115-118 (1996)).

Pueden usarse tales métodos estandar para acoplar los agentes objetivos. Por ejemplo, se puede usar,
fosfatidiletanolamina, que se puede activar para la unidon con agentes objetivo, o compuestos lipofilicos
derivatizados, tales como bleomicina derivatizada de lipido. Los liposomas dirigidos al anticuerpo se pueden
construir usando por ejemplo, liposomas que incorporan proteina A (ver, por ejemplo, Renneisen, et al., J. Bio.
Chem., 265:16337-16342 (1990) y Leonetti, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA), 87:2448-2451 (1990). Otros
ejemplos de conjugacion de anticuerpo se describen en la patente estadounidense la patente estadounidense n.°
6.027.726. Ejemplos de restos de direccionamiento pueden incluir otras proteinas que son especificos para
componentes celulares, que incluyen antigenos asociados con neoplasmas o tumores. Las proteinas usadas como
restos de direccionamiento pueden unirse con las liposomas mediante enlaces covalentes (ver, Heath, Covalent
Attachment of Proteins to Liposomes, 149 Methods in Enzymology 111-119 (Academic Press, Inc. 1987)). Otros
métodos de direccionamiento incluyen el sistema de biotina-avidina.

En una realizacion de ejemplo, la particula de lipido comprende una mezcla de un lipido catidnico descrito en la
presente, los lipidos neutros (diferentes de un lipido catiénico), un esterol (por ejemplo, colesterol) y un lipido
modificado por PEG (por ejemplo, un PEG-DMG o PEG-DMA). En determinadas realizaciones, la mezcla de lipido
consiste en o consiste esencialmente en un lipido catiénico descrito en la presente, un lipido neutro, colesterol y un
lipido modificado por PEG. En realizaciones preferidas adicionales, la particula de lipido consiste en o consiste
esencialmente en la mezcla de lipido anterior en relaciones molares de aproximadamente 20-70 % de lipido amino:
5-45 % de lipido neutro:20-55 % de colesterol:0,5-15 % de lipido modificado por PEG.

En realizaciones particulares, la particula de lipido consiste en o consiste esencialmente en una mezcla de lipidos
catidnicos elegidos de lipidos descritos en las Tablas 1-4 y la Tabla 9, DSPC, Chol, y o bien PEG-DMG o PEG-DMA,
por ejemplo, en una relacion molar de aproximadamente 20-60 % de lipido catiénico: 5-25% DSPC :25-55%
Chol:0,5-15% PEG-DMG o PEG-DMA. En realizaciones particulares, la relacion de lipido molar es aproximadamente
40/10/40/10 (% molar de lipido catiénico/DSPC/Chol/PEG-DMG o PEG-DMA), 35/15/40/10 (% molar de lipido
cationico/DSPC/Chol/PEG-DMG o PEG-DMA) o 52/13/30/5 (% molar de lipido catiénico/DSPC/Chol/PEG-DMG o
PEG-DMA). En otro grupo de realizaciones, el lipido neutro, DSPC, en estas composiciones es reemplazado con
POPC, DPPC, DOPE o SM.

Composiciones y formulaciones de agente terapéutico-particula de lipido

Se proporcionan las composiciones que incluyen una particula de lipido y un agente activo, donde el agente activo
esta asociado con la particula de lipido. En realizaciones particulares, el agente activo es un agente terapéutico. En
realizaciones particulares, el agente activo esta encapsulado dentro de un interior acuoso de la particula de lipido.
En otras realizaciones, el agente activo esta presente dentro de una o mas capas de lipidos de la particula de lipido.
En otras realizaciones, el agente activo esta unido a la superficie de lipido exterior o interior de una particula de
lipido.

“Completamente encapsulado”, tal como se usa en la presente, indica que el acido nucleico en las particulas no se
degrada de forma significativa luego de la exposicion al suero o a un ensayo de nucleasa que degradaria de forma
significativa los acidos nucleicos libres. En un sistema completamente encapsulado, preferentemente menos del 25
% del acido nucleico de la particula se degrada en un tratamiento que normalmente degradaria el 100 % del acido
nucleico libre, mas preferentemente menos del 10 % y mas preferentemente menos de 5 % del acido nucleico de la
particula. De manera alternativa, la encapsulacién completa se puede determinar mediante un ensayo Oligreen®.
Oligreen® es un colorante de acido nucleico fluorescente ultra-sensible para cuantificar los oligonucledtidos y ADN
de cadena simple en solucion (disponible de Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA). Completamente encapsulado
también sugiere que las particulas son estables en suero, es decir, que no se descomponen rapidamente en sus
componentes tras la administracion in vivo.

Los agentes activos, tal como se usan en la presente, incluyen cualquier molécula o compuesto capaz de ejercer un
efecto deseado en una célula, tejido, érgano o sujeto. Tales efectos pueden ser bioldgicos, fisiolégicos o cosméticos,
por ejemplo. Los agentes activos pueden ser cualquier tipo de molécula o compuesto, que incluye, por ejemplo,
acidos nucleicos, péptidos y polipéptidos, que incluyen, por ejemplo, anticuerpos, tales como, por ejemplo,
anticuerpos policlonales, anticuerpos monoclonales, fragmentos de anticuerpo; anticuerpos humanizados,
anticuerpos recombinantes, anticuerpos humanos recombinantes, y anticuerpos Primatized™, citocinas, factores de
crecimiento, factores apoptoticos, factores que inducen la diferenciacion, receptores de superficie celular y sus
ligandos; hormonas; y moléculas pequefias, que incluyen compuestos o moléculas organicas pequefias.

En una realizacion, el agente activo es un agente terapéutico o una sal o derivado de este. Los derivados de agentes
terapéuticos pueden ser terapéuticamente activos ellos mismos o pueden ser profarmacos, que se vuelven activos
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luego de modificacion adicional. Por lo tanto, en una realizacién, un derivado de agente terapéutico retiene parte o
toda la actividad terapéutica en comparacion con el agente sin modificar, mientras que en otra realizacién, un
derivado de agente terapéutico no tiene actividad terapéutica.

En varias realizaciones, los agentes terapéuticos incluyen cualquier farmaco o agente terapéuticamente eficaz, tal
como compuestos antiinflamatorios, antidepresivos, estimulantes, analgésicos, antibidticos, medicacion
anticonceptiva, antipiréticos, vasodilatadores, anti-angiogénicos, agentes citovasculares, inhibidores de la
transduccion de sefales, farmacos cardiovasculares, por ejemplo, agentes anti-arritmicos, vasoconstrictores,
hormonas y esteroides.

En determinadas realizaciones, el agente terapéutico es un farmaco oncolégico, que también puede ser referido
como un farmaco antitumor, un farmaco anticanceroso, un farmaco de tumor, un agente antineoplasico o similar.
Ejemplos de farmacos oncoldgicos que se pueden usar tal como se describe en la presente memoria incluyen, pero
no se limitan a, adriamicina, alquerano, alopurinol, altretamina, amifostina, anastrozol, araC, triéxido de arsénico,
azatioprina, bexaroteno, biCNU, bleomicina, busulfan intravenoso, busulfan oral, capecitabina (Xeloda), carboplatino,
carmustina, CCNU, celecoxib, clorambucilo, cisplatino, cladribina, ciclosporina A, citarabina, arabindsido de citosina,
daunorrubicina, Cytoxan, daunorrubicina, dexametasona, dexrazoxano, dodetaxel, doxorrubicina, doxorrubicina,
DTIC, epirrubicina, estramustina, fosfato de etopodsido, etopdsido y VP-16, exemestano, FK506, fludarabina,
fluorouracilo, 5-FU, gemcitabina (Gemzar), gemtuzumab-ozogamicina, acetato de goserelina, hidrea, hidroxiurea,
idarrubicina, ifosfamida, mesilato de imatinib, interferén, irinotecan (Camptostar, CPT-111), letrozol, leucovorina,
leustatina, leuprolida, levamisol, litretinoina, megastrol, melfalan, L-PAM, mesna, metotrexato, metoxsaleno,
mitramicina, mitomicina, mitoxantrona, mostaza nitrogenada, paclitaxel , pamidronato, pegademasa, pentostatina,
porfimero sodico, prednisona, rituxano, estreptozocina, STI-571, tamoxifeno, Taxotere, temozolamida, tenipdsido,
vM-26, topotecan (Hycamtin), toremifeno, tretinoina, ATRA, valrrubicina, velban, vinblastina, vincristina, VP16 y
vinorrelbina. Otros ejemplos de farmacos oncoldgicos que se pueden utilizar tal como se describe en la presente
memoria son elipticina y analogos o derivados de elipticina, epotilonas, inhibidores de cinasas intracelulares y
camptotecinas.

Particulas de acido nucleico-lipido

En ciertas realizaciones, las particulas de lipidos descritas en la presente memoria estan asociadas con un acido
nucleico, dando lugar a una particula de acido nucleico-lipido. En realizaciones particulares, el acido nucleico esta
completamente encapsulado en la particula de lipido. Tal como se usa en la presente memoria, se pretende que la
expresion “acido nucleico” incluya cualquier oligonucleétido o polinucledtido. Los fragmentos que contienen hasta 50
nucledtidos son generalmente denominados oligonucledtidos, y los fragmentos mas largos son denominados
polinucledtidos. En realizaciones particulares, los oligonucleétidos descritos en la presente memoria tienen 15-50
nucleétidos de longitud.

En el contexto de la presente descripcion, los términos "polinucledtido” y "oligonucledtido” se refieren a un polimero
u oligdmero de nucledtido o mondmeros de nucledsido que consisten en bases de origen natural, uniones de
azucares y entre azucares (cadena principal). Los términos “polinucleétido” y “oligonucleétido” también incluyen
polimeros u oligdmeros que comprenden monémeros de origen no natural o partes de estos, que funcionan de
manera similar. Tales oligonucleétidos modificados o sustituidos se suelen preferir en lugar de las formas naturales
debido a propiedades tales como, por ejemplo, mejor absorcion celular y mayor estabilidad en la presencia de
nucleasas.

El acido nucleico que esta presente en una particula de acido nucleico-lipido descrito en la presente memoria incluye
cualquier forma de acido nucleico conocida. Los acidos nucleicos utilizados en la presente pueden ser ADN o ARN
de cadena simple, o ADN o ARN de cadena doble, o hibridos de ADN-ARN. Ejemplos de ADN de cadena doble
incluyen genes estructurales, genes que incluyen regiones de control y terminacion, y sistemas de auto replicacion
tales como ADN viral o plasmido. Ejemplos de ARN de doble cadena incluyen ARNip y oftros reactivos de
interferencia por ARN. Los acidos nucleicos de cadena simple incluyen, por ejemplo, oligonucleotidos antisentido,
ribozimas, microARN, y oligonucledtidos formadores de triples. El acido nucleico que esta presente en una particula
de acido nucleico-lipido descrito en la presente memoria puede incluir una o mas de las modificaciones de
oligonucledtidos descritas mas adelante.

Los acidos nucleicos descritos en la presente memoria pueden tener varias longitudes, que dependen generalmente
en la forma particular del acido nucleico. Por ejemplo, en realizaciones particulares, los plasmidos o genes pueden
ser de aproximadamente 1000 a 100,000 restos de nucledtidos de longitud. En realizaciones particulares, los
oligonucledtidos pueden variar de aproximadamente 10 a 100 nucledtidos de longitud. En varias realizaciones
relacionadas, los oligonucledtidos, de cadena simple, de cadena doble y de cadena triple, pueden variar en
longitudes de aproximadamente 10 a aproximadamente 50 nucledtidos, de aproximadamente 20 a alrededor 50
nucleétidos, de aproximadamente 15 a alrededor 30 nucleétidos, de aproximadamente 20 a alrededor 30 nucleétidos
de longitud.

En realizaciones particulares, el oligonucleétido (o una cadena de este) descrito en la presente memoria se hibrida
especificamente o es complementaria a un polinucledtidos objetivo. “Especificamente hibridable” y “complementario”

53



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2749 426 T3

son términos que son usados para indicar un grado suficiente de complementariedad, de modo que se produzca una
union estable y especifica entre el ADN o ARN obijetivo y el oligonucleétido. Se comprende que no es necesario que
un oligonucledtido sea 100 % complementario con respecto a su secuencia de acido nucleico objetivo para poder
hibridarse de forma especifica. Un oligonucleétido es especificamente hibridable cuando la unién del oligonucleétido
al objetivo interfiere con la funciéon normal de la secuencia objetivo para causar una pérdida de utilidad o expresion
de este, y existe un grado suficiente de complementariedad para evitar la unién no especifica del oligonucleétido a
secuencias no objetivo en condiciones donde se desea la union especifica, es decir, en condiciones fisioldgicas en el
caso de ensayos in vivo o tratamiento terapéutico o, en el caso de ensayos in vitro, en condiciones en las cuales se
llevan a cabo los ensayos. Por lo tanto, en otras realizaciones, este oligonucleétido incluye 1, 2 o 3 sustituciones de
bases, por ejemplo, mal apareamientos, en comparacion con la region de una secuencia génica o de ARNm a la que
se dirige o a la que hibrida de forma especifica.

Acidos nucleicos de interferencia por ARN

En realizaciones particulares, las particulas de acido nucleico-lipido estan asociadas con moléculas de interferencia
por ARN (iARN). Los métodos de interferencia por ARN usando moléculas de iARN se pueden usar para alterar la
expresion de un gen o polinucleétido de interés. El ARN interferente pequefio (ARNip) ha sustituido esencialmente a
los ODN vy ribozimas antisentido como la préoxima generacion de farmacos de oligonucledtidos dirigidos en
desarrollo.

Los ARNip son duplex de ARN de normalmente 16-30 nucledtidos de largo que pueden asociarse con un complejo
de multi-proteinas citoplasmicas conocido como complejo e silenciamiento inducido por iARN (RISC). RISC cargado
con ARNip media la degradacion de transcripciones de ARNm homologo, por lo tanto ARNip se puede disefiar para
inactivar la expresion de proteinas con alta especificidad. A diferencia de otras tecnologias antisentido, la funcion del
ARNip a través de un mecanismo natural evoluciond para controlar la expresion génica a través de ARN no
codificante. Esto generalmente se considera la razén por la cual su actividad es mas potente in vitro e in vivo que el
ODN antisentido o las ribozimas. Una variedad de reactivos iARN, que incluye ARNip que se dirige clinicamente a
objetivos relevantes, se encuentran actualmente en desarrollo farmacéutico, tal como se describen, por ejemplo en
de Fougerolles, A. et al., Nature Reviews 6:443-453 (2007).

Aunque las primeras moléculas de iARN descritas fueron hibridos ARN:ARN que comprendian tanto un ARN sentido
como una cadena de ARN antisentido, ahora se ha demostrado que los hibridos de ADN sentido:ARN antisentido,
los hibridos de ARN sentido:ADN antisentido, y los hibridos de ADN:ADN son capaces de mediar la iARN
(Lamberton, J.S. y Christian, A.T., (2003) Molecular Biotechnology 24:111-119). Por lo tanto, en la presente memoria
se describe el uso de moléculas de iIARN que comprenden cualquiera de estos diferentes tipos de moléculas de
doble cadena. Ademas, se entiende que las moléculas de iIARN pueden ser usadas y ser introducidas en las células
en una variedad de formas. Por consiguiente, tal como se usa en la presente memoria, moléculas de iARN abarca
cualquiera y toda molécula capaz de inducir una respuesta de iARN en las células, que incluye, pero no se limitan a,
oligonucledtidos de doble cadena que comprenden dos cadenas separadas, es decir, una cadena sentido y una
cadena antisentido, por ejemplo, ARN interferente pequefio (ARNip); oligonucleétido de doble cadena que
comprende dos cadenas separadas que estan unidas entre si por un enlazador que no es un nucleotidilo; los
oligonucledétidos que comprenden un bucle de horquilla de secuencias complementarias, que forma una region de
doble cadena, por ejemplo, moléculas iARNhc, y vectores de expresion que expresan uno o mas polinucledtidos
capaces de formar un polinucleétido de doble cadena solo o en combinacién con otro polinucledétido.

Un “compuesto de ARNip de cadena simple” como se usa en la presente, es un agente de ARNip que esta hecho de
una molécula individual. Puede incluir una regién doble formada por pares entre cadenas, p. €j., puede ser, o incluir,
una estructura tipo horquilla o pan. Los compuestos de ARNip de cadena individual puede ser antisentido con
respecto a la molécula objetivo.

Un compuesto de ARNip de cadena simple puede ser lo suficientemente largo como para entrar en el RISC y
participar en la escision mediada por RISC de un ARNm objetivo. Un compuesto de ARNip de cadena simple tiene al
menos 14 y en ofras realizaciones al menos 15, 20, 25, 29, 35, 40 o 50 nucleétidos de longitud. En determinadas
realizaciones, tiene menos de 200, 100 o 60 nucleotidos de longitud.

Los compuestos de ARNip de horquilla tendran una region duplex igual o al menos 17, 18, 19, 29, 21, 22, 23, 24 o
25 pares de nucleotidos. La region duplex puede ser igual o menor que 200, 100 o 50 en longitud. En determinadas
realizaciones, los intervalos de la region duplex tienen 15-30, 17 a 23, 19 a 23 y 19 a 21 pares de nucledtidos de
longitud. La horquilla puede tener un excedente de una sola cadena o regidon no apareada terminal. En determinadas
realizaciones, los excedentes tienen 2-3 nucleotidos de largo. En algunas realizaciones, el excedente se encuentra
en el lado sentido de la horquilla y en algunas realizaciones en el lado antisentido de la horquilla.

Una “compuesto de ARNip de cadena doble” tal como se usa en la presente, es un compuesto de ARNip que incluye
mas de uno, y en algunos casos dos, cadenas en las que la hibridaciéon entre cadenas puede formar una region de
estructura duplex.

La cadena antisentido de un compuesto de ARNip de doble cadena puede ser igual a o tener al menos, 14, 15, 16
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17, 18, 19, 25, 29, 40, o 60 nucledtidos de longitud. Puede ser igual a o tener menos de 200, 100, o 50 nucledtidos
de longitud. Los intervalos pueden ser 17 a 25, 19 a 23, y 19 a 21 nucledtidos de longitud. Tal como se usa en la
presente, el término “cadena antisentido” significa la cadena de un compuesto de ARNip que es lo suficientemente
complementario a una molécula objetivo, por ejemplo, un ARN objetivo.

La cadena sentido de un compuesto de ARNip de doble cadena puede ser igual a o tener al menos, 14, 15, 16 17,
18, 19, 25, 29, 40, o 60 nucledtidos de longitud. Puede ser igual a o tener menos de 200, 100, o 50 nucleétidos de
longitud. Los intervalos pueden ser 17 a 25, 19 a 23, y 19 a 21 nucleétidos de longitud.

La parte de cadena doble de un compuesto de ARNip de doble cadena puede ser igual a o tener al menos, 14, 15,
16 17,18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 29, 40, o 60 pares de nucledtidos de longitud. Puede ser igual a o tener menos
de 200, 100, o 50 pares de nucledtidos de longitud. Los intervalos pueden ser 15-30, 17 a 23, 19 a 23, y 19 a 21
pares de nucleétidos de longitud.

En muchas realizaciones, el compuesto de ARNip es lo suficientemente grande que puede ser escindido por una
molécula enddgena, por ejemplo, por Dicer, para producir compuestos de ARNip mas pequefios, por ejemplo,
agentes de ARNip.

Las cadenas sentido y antisentido pueden ser elegidas de modo que el compuesto de ARNip de cadena doble
incluya una cadena simple o regiéon no apareada en uno o ambos extremos de la molécula. Por lo tanto, un
compuesto de ARNip de doble cadena puede contener cadenas sentido y antisentido, emparejadas para contener
un excedente, por ejemplo, uno o dos excedentes 5' o0 3', o un excedente 3' de 1 - 3 nucledtidos. Los excedentes
pueden ser resultado de que una cadena sea mas larga que la otra, o el resultado de que dos cadenas de la misma
longitud estén escalonadas. Algunas realizaciones tendran al menos un excedente 3'. En una realizacion, ambos
extremos de una molécula de ARNip tendran un excedente 3'. En algunas realizaciones, el excedente tiene 2
nucledtidos.

En determinadas realizaciones, la longitud para la region duplexada se encuentra entre 15y 30, o 18, 19, 20, 21, 22
y 23 nucleotidos en longitud, por ejemplo, en el intervalo de compuestos de ARNip adherente mencionado
anteriormente. Los compuestos de ARNip adherente pueden asemejarse en longitud y estructura a los productos
naturales procesados por Dicer a partir de DsiRNA largos. También se incluyen realizaciones en las que las dos
cadenas del compuesto de ARNip adherente estan ligadas, por ejemplo, ligadas de forma covalente. También se
describen en la presente estructuras en horquilla u otras estructuras de cadena simple que proporcionan la requerida
region de doble cadena, y un excedente 3'.

Los compuestos de ARNip descritos en la presente, que incluyen compuestos de ARNip de cadena doble y
compuestos de ARNip de cadena simple pueden mediar el silenciamiento de un ARN objetivo, por ejemplo, ARNm,
por ejemplo, una transcripciéon de un gen que codifica una proteina. Por conveniencia, tal ARNm también es
denominado en la presente memoria ARNm que ha de ser silenciado. Tal gen también es denominado gen objetivo.
En general, el ARN que ha de ser silenciado es un gen endégeno o un gen patdgeno. Ademas, también pueden
dirigirse ARN distintos del ARNm, por ejemplo, los ARNt y los ARN virales.

Tal como se usa en la presente, la frase “media iIARN” se refiere a la capacidad de silenciar, en una manera
especifica a la secuencia, un ARN objetivo. Sin pretender limitarse por la teoria, se cree que el silenciamiento usa la
magquinaria o el proceso de iARN y un ARN guia, por ejemplo, un compuesto de ARNip adherente de 21 a 23
nucledtidos.

En una realizaciéon, un compuesto de ARNip es “suficientemente complementario” respecto a un ARN objetivo, por
ejemplo, un ARNm objetivo, de modo que el compuesto de ARNip silencia la produccion de la proteina codificada
por el ARNm objetivo. En otra realizacion, el compuesto de ARNip es “exactamente complementario” respecto a un
ARN obijetivo, por ejemplo, el ARN objetivo y el compuesto de ARNip se hibridan, por ejemplo, para formar un
hibrido hecho exclusivamente de pares de bases de Watson-Crick en la regién de complementariedad exacta. Un
ARN objetivo “suficientemente complementario” puede incluir una region interna (por ejemplo, de al menos 10
nucledtidos) que es exactamente complementaria respecto a un ARN objetivo. Ademas, en determinadas
realizaciones, el compuesto de ARNip discrimina especificamente una diferencia de un solo nucleétido. En este
caso, el compuesto de ARNip solo media la iARN si se encuentra un elemento complementario exacto en la regién
(por ejemplo, dentro de 7 nucledtidos de) la diferencia de un solo nucledétido.

MicroARN

Los micro ARN (miARN) son una clase muy conservada de moléculas de ARN pequefio que son transcritas a partir
del ADN en los genomas de las plantas y animales, pero no son traducidas en la proteina. Los miARN procesados
son moléculas de ARN de cadena simple de ~17-25 nucledtidos (nt) que se incorporan en el complejo de
silenciamiento inducido por ARN (RISC) y han sido identificados como reguladores clave del desarrollo, de
proliferacion celular, apoptosis y diferenciacion. Se cree que desempefian un papel en la regulacién de la expresion
génica al unirse a la region 3' no traducida de ARNm especificos. RISC media la regulacién por disminucion de la
expresion génica a través de inhibicion traduccional, escision de transcritos o ambos. RISC también esta implicado
en el silenciamiento transcripcional en el ndcleo de una amplia gama de eucariotas.
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La cantidad de secuencias de miARN identificadas hasta la fecha es grande y en aumento, ejemplos ilustrativos de
las cuales se pueden encontrar, por ejemplo, en: "miRBase: microRNA sequences, targets and gene nomenclature”
Griffiths-Jones S, Grocock RJ, van Dongen S, Bateman A, Enright AJ. NAR, 2006, 34, Database Issue, D140-D144;
"The microRNA Registry" Griffiths-Jones S. NAR, 2004, 32, Database Issue, D109-D111; y también en
http://microrna.sanger.ac.uk/sequences/.

Oligonucledtidos antisentido

En una realizaciéon, un acido nucleico es un oligonucleétido antisentido dirigido a un polinucledtido objetivo. El
término "oligonucledtido antisentido” o simplemente "antisentido" pretende incluir oligonucleétidos que son
complementarios con una secuencia de polinucledtidos objetivo. Los oligonucleétidos antisentido son cadenas
simples de ADN o ARN que son complementarias con una secuencia elegida, por ejemplo, un ARNm de gen
objetivo. Se cree que los oligonucledtidos antisentido inhiben la expresion génica al unirse a un ARNm
complementario. La unién al ARNm objetivo puede llevar a la inhibicién de la expresiéon génica ya sea al prevenir la
traduccion de las cadenas de ARNm complementarias al unirse a esta, o al llevar la degradacién del ARNm objetivo.
El ADN antisentido se pueden usar para dirigirse a un ARN especifico, complementario (codificante o no
codificante). Si se lleva a cabo la unién, este hibrido de ADN/ARN puede ser degradado por la enzima RNasa H. En
realizaciones particulares, los oligonucleétidos antisentido contienen de aproximadamente 10 a aproximadamente 50
nucledétidos, mas preferentemente de aproximadamente 15 a aproximadamente 30 nucleétidos. El término también
abarca los oligonucleétidos antisentido que puede que no sean exactamente complementarios respecto al gen
objetivo deseado. Por lo tanto, la invencién se puede utilizar en instancias donde las actividades especificas que no
son objetivo se encuentran con antisentido, o donde una secuencia antisentido que contiene uno o mas mal
apareamientos con la secuencia objetivo es la mas preferida para un uso particular.

Se ha demostrado que los oligonucledtidos antisentido son eficaces y que se dirigian a inhibidores de sintesis de
proteinas, y, consecuentemente, se pueden utilizar para inhibir especificamente la sintesis de proteinas mediante un
gen objetivo. La eficacia de los oligonucledtidos antisentido para inhibir la sintesis de las proteinas esta bien
establecida. Por ejemplo, la sintesis de la poligalactauronasa y el receptor muscarinico de la acetilcolina tipo 2 son
inhibidos por los oligonucledtidos antisentido dirigidos a sus secuencias ARNm respectivas (patente estadounidense
5.739.119 y patente estadounidense 5.759.,829). Adicionalmente, se han demostrado ejemplos de inhibicion
antisentido con la ciclina de proteina nuclear, el gen de resistencia de multiples farmacos (MDG1), ICAM-1, E-
selectina, STK-1, receptor de GABAa estriatal y EGF humano (Jaskulski et al., Science. 10 de junio de 1988;
240(4858):1544-6; Vasanthakumar and Ahmed, Cancer Commun. 1989;1(4):225-32; Peris et al., Brain Res Mol
Brain Res. 15 de junio de 1998; 57(2):310-20; patente estadounidense 5.801.154; patente estadounidense
5.789.573; patente estadounidense 5.718.709 y patente estadounidense 5.610.288). Ademas, también se han
descrito construcciones antisentido que inhiben y se pueden utilizar para tratar una variedad de proliferaciones
celulares anormales, por ejemplo, cancer (patente estadounidense 5.747.470; patente estadounidense 5.591.317 y
patente estadounidense 5.783.683).

Los métodos para producir los oligonucleétidos antisentido son conocidos en la técnica y se pueden adaptar
facilmente para producir un oligonucleétido antisentido que se dirige a cualquier secuencia de polinucleétidos. La
seleccion de secuencias de oligonucledtidos antisentido especificas para una secuencia objetivo dada se basa en el
analisis de la secuencia objetivo elegida y la determinacion de la estructura secundaria, Tm, la energia de union y la
estabilidad relativa. Los oligonucledtidos antisentido se pueden seleccionar en funcidon de su incapacidad relativa
para formar dimeros, horquillas, y otras estructuras secundarias que reducirian o prohibirian la unién especifica al
ARNmM objetivo en una célula hospedadora. Las regiones objetivo mas preferidas del ARNm incluyen aquellas
regiones en o cerca del coddn de inicio de la traduccion de AUG y aquellas secuencias que son sustancialmente
complementarias a las regiones 5’ de la ARNm. Estas consideraciones del analisis de la estructura secundaria y de
la seleccion del sitio objetivo se pueden realizar, por ejemplo, utilizando el software OLIGO v.4 para los analisis de
cebadores (Molecular Biology Insights) y/o el software de algoritmo BLASTN 2.0,5 (Altschul et al., Nucleic Acids Res.
1997, 25(17):3389-402).

Antagomires

Los antagomires son oligonucleétidos de tipo ARN que alojan varias modificaciones para la proteccion de RNAsa 'y
propiedades farmacoldgicas, tales como captacién mejorada tisular y celular. Difieren del ARN normal, por ejemplo,
por la 2'-O-metilaciéon completa del azucar, la cadena principal de fosforotioato y, por ejemplo, un resto de colesterol
en el extremo 3'. Los antagomires se pueden usar para silenciar de forma eficaz los miARN endogenos al formar
duplex que comprenden el antagomir y miARN endoégeno, lo cual impide de este modo el silenciamiento génico
inducido por miARN. Un ejemplo de silenciamiento del miARN mediado por antagomires es el silenciamiento de
miR-122, descrito en Krutzfeldt et al, Nature, 2005, 438: 685-689. Los ARN de antagomir se pueden sintetizar
mediante el uso de protocolos estandar de sintesis de oligonucledtidos de fase sélida. Ver las publicaciones de
patentes estadounidenses n.° 2007/0123482 y 2007/0213292.

Un antagomir puede incluir subunidades de monémeros conjugadas por ligandos y mondmeros para la sintesis de
oligonucledtidos. Los monémeros de ejemplo se describen en la publicacion de solicitud de patente estadounidense
2005/0107325. Un antagomir puede tener una estructura ZXY, tal como se describe en WO 2004/080406. Se puede
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hacer que un antagomir forme un complejo con un resto anfipatico. Restos anfipaticos de ejemplo para usar con
agentes de oligonucleodtidos se describen en WO 2004/080406.

Aptameros

Los aptameros son moléculas de péptido o acido nucleico que se unen a una molécula particular de interés con gran
afinidad y especificidad (Tuerk y Gold, Science 249:505 (1990); Ellington and Szostak, Nature 346:818 (1990)). Se
han producido con éxito aptameros de ADN o ARN que se unen a muchas entidades diferentes, desde proteinas
grandes a moléculas organicas pequefias Ver Eaton, Curr. Opin. Chem. Biol. 1:10-16 (1997), Famulok, Curr. Opin.
Struct. Biol. 9:324-9(1999), y Hermann and Patel, Science 287:820-5 (2000). Los aptameros pueden ser a base de
ARN o ADN, y pueden incluir un riboswitch. Un riboswitch es una parte de una molécula de ARNm que puede unirse
directamente a una molécula objetivo pequefia y cuya unidon del objetivo afecta a la actividad del gen. Por lo tanto,
un ARNm que contiene un riboswitch esta directamente implicado en la regulacion de su propia actividad,
dependiendo de la presencia o ausencia de su molécula objetivo. Generalmente, los aptameros son disefiados
mediante reiteradas rondas de seleccion in vitro o, de forma equivalente, SELEX (evolucién sistematica de ligandos
mediante enriquecimiento exponencial) para que se unan a varios objetivos moleculares, tales como moléculas
pequefas, proteinas, acidos nucleicos e incluso células, tejidos y organismos. El aptamero puede ser preparado
mediante cualquier método conocido, que incluye métodos sintéticos, recombinantes y de purificacion, y puede ser
usado solo o en combinacién con otros aptameros especificos para el mismo objetivo. Ademas, tal como se describe
mas plenamente en la presente memoria, el término “aptamero” incluye especificamente los “aptameros
secundarios”, que contienen una secuencia de consenso derivada de la comparacién de dos o mas aptameros
conocidos con un objetivo dado.

Ribozimas

De acuerdo con ofra realizaciéon descrita en la presente memoria, las particulas de acido nucleico-lipidos estan
asociadas con las ribozimas. Las ribozimas son complejos de moléculas de ARN que tienen dominios cataliticos
especificos que poseen actividad endonucleasa (Kim y Cech, Proc Natl Acad Sci USA. diciembre de 1987;
84(24):8788-92; Forster y Symons, Cell. 24 de abril de 1987; 49(2):211-20). Por ejemplo, una gran cantidad de
ribozimas aceleran las reacciones de transferencia fosfoéster con un alto grado de especificidad, lo cual escinde
generalmente solo uno de varios fosfoésteres en un sustrato de oligonucleétidos (Cech et al., Cell. diciembre de
1981; 27(3 Pt 2):487-96; Michel y Westhof, J Mol Biol. 5 de diciembre de 1990;216(3):585-610; Reinhold-Hurek y
Shub, Nature. 14 de mayo de 1992; 357(6374):173-6). Esta especificidad se ha atribuido al requisito de que el
sustrato se una, mediante interacciones de formacion de pares de bases especificas, a una secuencia de guia
interna ("IGS", por sus siglas en inglés) del ribozima antes de la reaccién quimica.

Al menos seis variedades basicas de ARN enzimaticos de origen natural son conocidas en la actualidad. Cada uno
puede catalizar la hidrolisis de las uniones fosfodiéster del ARN in trans (y por lo tanto puede escindir otras
moléculas de ARN) en condiciones fisioldgicas. En general, los acidos nucleicos enzimaticos actdan uniéndose
primero a un ARN objetivo. Tal union ocurre a través de la parte de unién objetivo de un acido nucleico enzimatico
que se mantiene cerca de una parte enzimatica de la molécula que actlda para escindir el ARN objetivo. Por lo tanto,
el acido nucleico enzimatico primero reconoce y luego une un ARN objetivo mediante la formacion de bases
complementarias, y una vez unidas al sitio correcto, actian enzimaticamente para cortar el ARN objetivo. La escision
estratégica de dicho ARN destruira su capacidad de dirigir la sintesis de una proteina codificada. Luego de que un
acido nucleico enzimatico ha unido y escindido su ARN objetivo, se libera de ese ARN para buscar otro objetivo y
puede unir y escindir repetidamente nuevos objetivos.

La molécula de acido nucleico enzimatica se puede formar un motivo de cabeza de martillo, horquilla, un virus de la
hepatitis ©, intron del grupo | o ARN de RNasa P (asociado con una secuencia de guia de ARN), o ARN de
Neurospora VS, por ejemplo. Ejemplos especificos de motivos de cabeza de martillo se describen en Rossi et al.
Nucleic Acids Res. 11 de setiembre de 1992; 20(17):4559-65. Los ejemplos de motivos de horquilla se describen en
Hampel et al. (publicaciéon de solicitud de patente Europea n.° EP 0360257), Hampel y Tritz, Biochemistry 1989 Jun
13;28(12):4929-33; Hampel et al., Nucleic Acids Res. 25 de enero de 1990; 18(2):299-304 y patente estadounidense
5.631.359. Un ejemplo del motivo del virus de hepatitis & es descrito por Perrotta y Been, Biochemistry. 1 de
diciembre de 1992; 31(47):11843-52; un ejemplo del motivo de RNasaP se describe en Guerrier-Takada et al., Cell.
diciembre de 1983; 35(3 Pt 2):849-57; el motivo de la ribozima de ARN vs Neurospora se describe en Collins (Saville
y Collins, Cell. 18 de mayo de 1990; 61(4):685-96; Saville y Collins, Proc Natl Acad Sci USA. 1 de octubre de 1991;
88(19):8826-30; Collins y Olive, Biochemistry. 23 de marzo de 1993; 32(11):2795-9); y un ejemplo del intron del
Grupo | se describe en la patente estadounidense 4.987.071. Las caracteristicas importantes de las moléculas de
acido nucleico enzimatico utilizadas tal como se describe en la presente memoria son que tienen un sitio de unién de
sustrato especifico que es complementario a uno o mas de las regiones de ADN o ARN del gen objetivo, y que
tienen secuencias de nucleétidos dentro de o rodeando ese sitio de unién de sustrato que imparte una actividad de
escision de ARN a la molécula. Por lo tanto, las construcciones de ribozimas no tienen por qué estar limitadas a
motivos especificos mencionados en la presente.

Los métodos para producir una ribozima dirigida a cualquier secuencia de polinucleétidos son conocidos en la
técnica. Las ribozimas pueden estar disefiadas tal como se describen en las publicaciones de solicitudes de
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patentes internacionales n.° WO 93/23569y WO 94/02595, y sintetizadas para ser sometidas a prueba in vitro e in
vivo tal como se describen alli.

La actividad de las ribozimas puede ser optimizada al alterar la longitud de los brazos de unién de la ribozima o al
sintetizar las ribozimas con modificaciones que impiden su degradacion mediante ribonucleasas de suero (ver, por
ejemplo, las publicaciones de solicitudes de patentes internacionales n.° WO 92/07065, WO 93/15187, y WO
91/03162; publicacion de solicitud de patente europea n.° 92110298.4; patente estadounidense 5,334,711; y la
publicacion de solicitud de patente internacional n.° WO 94/13688, que describen diversas modificaciones quimicas
que pueden realizarse a los restos de azucar de moléculas enzimaticas de ARN), modificaciones que potencian su
eficacia en las células, y eliminacién de bases del tallo Il para acortar los tiempos de sintesis del ARN y reducir los
requisitos quimicos.

Oligonucledtidos inmunoestimuladores

Los acidos nucleicos asociados con las particulas de lipidos descritas en la presente memoria pueden ser
inmunoestimuladores, que incluyen oligonucleétidos inmunoestimuladores (ISS; de cadena simple o doble) capaces
de inducir una respuesta inmunitaria cuando se administran a un sujeto, que puede ser un mamifero u otro paciente.
El ISS incluye, por ejemplo, determinados palindromos que llevan a estructuras secundarias horquilla (ver,
Yamamoto S., et al. (1992) J. Immunol. 148: 4072-4076), o motivos CpG, asi como otras caracteristica ISS
conocidas (tales como dominios multi-G, ver WO 96/11266).

La respuesta inmunitaria puede ser innata o una respuesta inmunitaria adaptativa. El sistema inmunitario se divide
en un sistema inmunitario mas innato, y el sistema inmunitario adaptivo adquirido de vertebrados, el ultimo de los
cuales se divide adicionalmente en componentes celulares humorales En realizaciones particulares, la respuesta
inmunitaria puede ser mucosal.

En realizaciones particulares, un acido nucleico inmunoestimulador es solo inmunoestimulador cuando se administra
en combinacién con una particula de lipido, y no es inmunoestimuladora cuando se administra en su “forma libre”.
De acuerdo con la presente descripcion, se considera que tal oligonucleétido es inmunoestimulador.

Se considera que los acidos nucleicos inmunoestimuladores no son especificos de la secuencia cuando no se
requiere que se unan y reduzcan especificamente la expresion de un polinucledtido objetivo para provocar una
respuesta inmunitaria. Por lo tanto, determinados acidos nucleicos inmunoestimuladores pueden comprender una
secuencia correspondiente a una region de un gen o ARNm de origen natural, pero ain pueden ser considerados
acidos nucleicos inmunoestimuladores no especificos de la secuencia.

En una realizacion, el acido nucleico u oligonucleétido inmunoestimulador comprende al menos un dinucleétido CpG.
El oligonucledtido o dinucledtido CpG puede estar metilado o sin metilar. En otra realizacion, el acido nucleico
inmunoestimulador comprende al menos un dinucleétido CpG que tienen una citosina metilada. En una realizacion,
el acido nucleico comprende un Unico dinucleétido CpG, donde la citosina en dicho dinucleétido CpG esta metilada.
En una realizaciéon especifica, el acido nucleico comprende la secuencia 5 TAACGTTGAGGGGCAT 3'. En una
realizacién alternativa, el acido nucleico comprende al menos dos dinucleétidos CpG, donde al menos una citosina
en los dinucledtidos CpG esta metilada. En una realizacién adicional, cada citosina en los dinucleétidos CpG
presente en la secuencia estd metilada. En ofra realizaciéon, el acido nucleico comprende una pluralidad de
dinucleétidos CpG, donde al menos uno de dichos dinucleétidos CpG comprende una citosina metilada.

En una realizacion especifica, el acido nucleico comprende la secuencia 5' TTCCATGACGTTCCTGACGT 3'. En otra
realizaciéon especifica, la secuencia de acido nucleico comprende la secuencia 5 TCCATGACGTTCCTGACGT 3/,
donde las dos citosinas indicadas en negrita estan metiladas. En realizaciones particulares, el ODN se selecciona de
un grupo de ODN que consiste en ODN #1, ODN #2, ODN #3, ODN #4, ODN #5, ODN #6, ODN #7, ODN #8, y ODN
#9, tal como se muestra mas adelante.

Tabla 5. Oligonucleétidos inmunoestimuladores de ejemplo (ODN)

NOMBRE DE ODN SEQ SECUENCIA de ODN (5-3’)

ID
ODN 1 5-TAACGTTGAGGGGCAT-3
C-myc humano
*ODN 1m 5-TAAZGTTGAGGGGCAT-3
ODN 2 5-TCCATGACGTTCCTGACGTT-3
* ODN 2m 5-TCCATGAZGTTCCTGAZGTT-3
ODN 3 5-TAAGCATACGGGGTGT-3
ODN 5 5-AACGTT-3
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NOMBRE DE ODN ISDEQ SECUENCIA de ODN (5’-3)

ODN 6 5-GATGCTGTGTCGGGGTCTCCGGG
C-3'

ODN 7 5-TCGTCGTTTTGTCGTTTTGTCGTT-

ODN 7m 2'-TZGTZGTTTTGTZGTTTTGTZGTT—

ODN 8 2'-TCCAGGACTTCTCTCAGGTT—S'

ODN 9 5-TCTCCCAGCGTGCGCCAT-3'

ODN 10 murina Intracelular
Molécula-1 de adhesion

5-TGCATCCCCCAGGCCACCAT-3

ODN 11 humano Intracelular
Molécula-1 de adhesion

5-GCCCAAGCTGGCATCCGTCA-3'

ODN 12 humano Intracelular

5-GCCCAAGCTGGCATCCGTCA-3'

Molécula-1 de adhesion

ODN 13 humano erb-B-2

5-GGT GCTCACTGC GGC-3'

ODN 14 humano c-myc

5-AACC GTT GAG GGG CAT-3'

ODN 15 humano c-myc

5-TAT GCT GTG CCG GGG TCT TCG
GGC-3'

ODN 16

5-GTGCCG GGGTCTTCGGGC-3'

Receptor de Factor de crecimiento de Insulina 1 de ODN
17 humano

5-GGACCCTCCTCCGGAGCC-3'

Receptor de Factor de crecimiento de Insulina 1 de ODN
18 humano

5-TCC TCC GGA GCC AGA CTT-3'

Receptor de Factor de crecimiento Epidérmico de ODN
19 humano

5-AAC GTT GAG GGG CAT-3'

Receptor de Factor de crecimiento Epidérmico de ODN
20

5-CCGTGGTCA TGCTCC-3'

Factor de crecimiento endotelial vascular de ODN 21
humano

5-CAG CCTGGCTCACCG CCTTGG-3'

Fosfocinasa C - alfa de ODN 22 murino

5'-CAG CCATGG TTC CCC CCA
AC-3'

ODN 23

5-GTT CTC GCT GGT GAG TTT CA-3'

ODN 24 humano Bcl-2

5-TCT CCCAGCGTGCGCCAT-3'

ODN 25 humano C-Raf-s

5-GTG CTC CAT TGA TGC-3'

Receptor 1 de Factor de crecimiento endotelial vascular
de ODN #26 humano

5-GAGUUCUGAUGAGGCCGAAAGG

CCGAAAGUCUG-3'

ODN #27 5-RRCGYY-3'
ODN # 28 5-AACGTTGAGGGGCAT-3'
ODN #29 5-CAACGTTATGGGGAGA-3'

ODN #30 humano c-myc

5-TAACGTTGAGGGGCAT-3'

"Z" representa un resto de citosina metilada. ODN 14 es un oligonucleétido de 15-mero y ODN 1 es el mismo
oligonucledtido que tiene una timidina agregada en el extremo 5' que convierte ODN 1 en un 16-mero. No se ha
detectado diferencia en actividad biolégica entre ODN 14 y ODN 1 y ambos exhiben actividad inmunoestimuladora
similar (Mui et al., 2001)

Secuencias de acido nucleico especifico adicionales de oligonucleétidos (ODN) adecuadas para usar en las
composiciones y métodos descritos en la presente se describen en Raney et al., Journal of Pharmacology and
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Experimental Therapeutics, 298:1185-1192 (2001). En determinadas realizaciones, los ODN utilizados en las
composiciones y métodos descritos en la presente memoria tienen una estructura fosfodiéster (“PO”) o una
estructura fosforotioato (“PS”), y/o al menos un resto de citosina metilada en un motivo CpG.

Oligonucledtidos sefiuelo

Dado que los factores de transcripcidén reconocen sus secuencias de enlace relativamente cortas, aun en ausencia
de ADN gendmico circundante, los oligonucledtidos cortos que tienen la secuencia de enlace de consenso de un
factor especifico de transcripcion pueden ser usados como herramientas para manipular la expresion génica en
células vivas. Esta estrategia implica la administracion intracelular de tales “oligonucleétidos sefiuelo”, que luego son
reconocidos y unidos por el factor objetivo. La ocupacioén del sitio de union de ADN del factor de transcripcion por el
sefiuelo vuelve al factor de transcripcion incapaz de unirse posteriormente a las regiones promotoras de genes
objetivo. Los sefuelos pueden ser usados como agentes terapéuticos, ya sea para inhibir la expresion de genes que
son activados por un factor de transcripcién, o para regular por aumento genes que son suprimidos por la union de
un factor de transcripcion. Se pueden encontrar ejemplos de la utilizacion de oligonucledtidos sefiuelo en Mann et
al., J. Clin. Invest., 2000, 106: 1071-1075.

Supermir

Un supermir se refiere a un oligdmero o polimero de cadena simple, de cadena doble o parcialmente de cadena
doble de acido ribonucleico (ARN) o acido desoxirribonucleico (ADN), o ambos o modificaciones de estos, que tiene
una secuencia de nucledtidos que es sustancialmente idéntica a un miARN y que es antisentido con respecto a su
objetivo. Este término incluye oligonucleétidos compuestos de nucleobases, azlcares y uniones covalentes de
internucledsidos (cadena principal) de origen natural y que contienen al menos una parte de origen no natural que
funciona de manera similar. Dichos oligonucleétidos modificados o sustituidos se prefieren en vez de las formas
naturales por propiedades deseables tal como, por ejemplo, absorciéon celular mejorada, afinidad mejorada para
dirigirse hacia acido nucleico y estabilidad aumentada en la presencia de nucleasas. En una realizacion preferente,
el supermir no incluye una cadena sentido, y en ofra realizacién preferida, el supermir no se autohibrida de manera
significativa. Un supermir descrito en la presente memoria puede tener una estructura secundaria, pero es
sustancialmente de cadena simple en condiciones fisiologicas. Un supermir que es sustancialmente de cadena
simple es de cadena simple en la medida en que menos de aproximadamentel 50 % (por ejemplo, menos de
aproximadamente 40 %, 30 %, 20 %, 10 % o 5 %) del supermir forma un duplex consigo mismo. El supermir puede
incluir un segmento de horquilla, por ejemplo, una secuencia, preferentemente en el extremo 3' puede autohibridarse
y formar una region doble, por ejemplo, una region doble de al menos 1, 2, 3 0 4 y, preferentemente menos de 8, 7,
6, o n nucledtidos, por ejemplo, 5 nucledtidos. La regiéon duplicada puede estar conectada por un enlazador, por
ejemplo, un enlazador de nucledétido, por ejemplo, 3, 4, 5, 0 6 dTs, por ejemplo, dTs modificados. En otra realizacion
el supermir esta duplicado con un oligo mas corto, por ejemplo, de 5, 6, 7, 8, 9, o 10 nucleédtidos de longitud, por
ejemplo, en uno o ambos del extremo 3'y 5' 0 en un extremo y en la parte no terminal o del medio del supermir.

Imitadores de miARN

Los imitadores de miARN representan una clase de moléculas que pueden ser usadas para imitar la capacidad de
silenciamiento génico de uno o mas miARN. Por lo tanto, el término “imitacion de microARN” se refiere a ARN
sintéticos no codificantes (es decir, el miIARN no es obtenido mediante purificacion de una fuente del miARN
enddgeno) que son capaces de entrar a la via de iARN y regular la expresion génica. Los imitadores de miARN se
pueden disefiar como moléculas maduras (por ejemplo, de cadena simple) o como precursores imitadores (por
ejemplo, pri o pre- miARN). Los imitadores de miARN pueden estar comprendidos por acido nucleico (acidos
nucleicos modificados o modificados), que incluye oligonucleétidos que comprenden, pero no se limitan a, ARN,
ARN modificado, ADN, ADN modificado, acidos nucleicos bloqueados, o acidos nucleicos puenteados con 2'-0,4'-C-
etileno (ENA), o cualquier combinacion de los anteriores (que incluye hibridos de ADN-ARN). Ademas, los
imitadores de miARN pueden comprender conjugados que pueden afectar la administracion, compartimentacion
intracelular , estabilidad, especificidad, funcionalidad, uso de cadena y/o potencia. En un disefio, los miméticos de
miARN son moléculas bicatenarias (por ejemplo, con una region duplex de aproximadamente 16 a aproximadamente
31 nucledtidos en longitud) y contienen una o mas secuencias que tienen identidad con la cadena madura de un
miARN dado. Las modificaciones pueden comprender modificaciones 2' (que incluyen modificaciones 2'-O-metilo y
modificaciones 2' F) en una o ambas cadenas de la molécula y modificaciones internucleétido (por ejemplo,
modificaciones de fosforotioato) que aumentan la estabilidad y/o la especificidad del acido nucleico. Ademas, los
imitadores de miARN pueden incluir excedentes. Los excedentes pueden consistir en 1-6 nucledétidos, ya sea en el
extremo 3' 0 5' de cualquiera de las cadenas y se pueden modificar para aumentar la estabilidad o funcionalidad. En
una realizacion, un imitador de miARN comprende una regién doble de entre 16 y 31 nucledtidos y uno o mas de los
siguientes patrones de modificacion quimica: la cadena sentido contiene modificaciones de 2'-O-metilo de los
nucledtidos 1y 2 (contando desde el extremo 5' del oligonucledtido sentido), y todas las C y U; las modificaciones de
la cadena antisentido pueden comprender la modificacion 2' F de todas las C y U, la fosforilacion del extremo 5' del
oligonucledtido, y enlaces internucledtido estabilizados asociados con un excedente 3' de 2 nucledtidos.
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Antimir o inhibidor de miARN

Los términos “antimir”, “inhibidor de microARN “, “inhibidor de miR”, o “inhibidor” son sinénimos y se refieren a
oligonucledtidos u oligonucledtidos modificados que interfieren con la capacidad de microARN especificos. En
general, los inhibidores son acido nucleico o acidos nucleicos modificados en naturaleza, que incluye
oligonucledtidos que comprenden ARN, ARN modificado, ADN, ADN modificado, acidos nucleicos bloqueados
(LNA), o cualquier combinacion de los anteriores. Las modificaciones incluyen modificaciones 2' (que incluyen
modificaciones alquilo 2'-0 y modificaciones 2' F) y modificaciones internucleétido (por ejemplo, modificaciones de
fosforotioato) que pueden afectar la distribucion, estabilidad, especificidad, compartimentalizacion intracelular o
potencia. Ademas, los inhibidores miARN pueden comprender conjugados que pueden afectar la administracion,
compartimentalizacion intracelular, estabilidad y/o potencia. Los inhibidores pueden adoptar una variedad de
configuraciones, que incluyen disefios de cadena simple, cadena doble (duplex de ARN/ARN o ARN/ADN) y de
horquilla, en general, los inhibidores de microARN contienen una o mas secuencias o partes de secuencias que son
complementarias o parcialmente complementarias con la cepa madura( o cepas) del miARN que se va a
seleccionar, ademas, el inhibidor de miARN también puede comprender secuencias adicionales situadas en 5' y 3'
con respecto a la secuencia que es el complemento inverso del miARN maduro. Las secuencias adicionales pueden
ser los complementos inversos de las secuencias que son adyacentes al miARN maduro en el pri-miARN del que se
deriva el miARN maduro, o las secuencias adicionales pueden ser secuencias arbitrarias (que tienen una mezcla de
A, G, C o U). En algunas realizaciones, una o ambas de las secuencias adicionales son secuencias arbitrarias
capaces de formar horquillas. Por lo tanto, en algunas realizaciones, la secuencia que es el complemento inverso del
miARN esta flanqueado en el lado 5' y en el lado 3' por estructuras de horquilla. Los inhibidores de micro-ARN,
cuando son de doble cadena, pueden incluir discrepancias entre nucleétidos en cadenas opuestas. Ademas, los
inhibidores de micro-ARN pueden estar enlazados a restos conjugados para facilitar la absorcion del inhibidor en
una célula. Por ejemplo, un inhibidor de micro-ARN puede estar unido al colesteril 5-(bis(4-metoxifenil)(fenil)metoxi)-
3 hidroxipentilcarbamato) que permite la absorciéon pasiva de un inhibidor de micro-ARN en una célula. Los
inhibidores de micro-ARN, que incluyen los inhibidores miARN de horquilla, se describen en detalle en Vermeulen et
al., "Double-Stranded Regions Are Essential Design Components Of Potent Inhibitors of RISC Function," RNA 13:
723-730 (2007) and in WO2007/095387 y WO 2008/036825. Un experto en la técnica puede seleccionar una
secuencia de la base de datos para un miARN deseado y disefiar un inhibidor Gtil para los métodos descritos en la
presente memoria.

Adaptador U1

Los adaptadores U1 inhiben los sitios poliA y son oligonucledtidos bifuncionales con un dominio objetivo
complementario con un sitio en el exdn terminal del gen objetivo y un “dominio U1” que se une al componente de
ARN nuclear U1 mas pequefio de la RNPnp U1 (Goraczniak, et al., 2008, Nature Biotechnology, 27(3), 257-263). La
RNPnp U1 es un complejo de ribonucleoproteinas que funciona principalmente para dirigir las etapas tempranas en
la formacion de espliceosoma al unirse con el limite exén-intron del pre-ARNm (Brown y Simpson, 1998, Annu Rev
Plant Physiol Plant Mol Biol 49:77-95). Los nucledtidos 2-11 del extremo 5' del par de bases del ARNnp U1 con los
5'ss del pre ARNm. En una realizacion, los oligonucleétidos descritos en la presente memoria son adaptadores U1.
En una realizacion, el adaptador U1 puede ser administrado en combinacion con al menos un otro agente ARNi.

Modificaciones de oligonucledtidos

Los oligonucledtidos no modificados pueden ser menos que 6ptimos en algunas aplicaciones, por ejemplo, los
oligonucledétidos no modificados pueden ser propensos a degradarse, por ejemplo, por nucleasas celulares. Las
nucleasas pueden hidrolizar los enlaces fosfodiéster de acido nucleico. Sin embargo, modificaciones quimicas de los
oligonucledtidos pueden conferir propiedades mejoradas y, por ejemplo, pueden hacer que los oligonucleétidos sean
mas estables ante las nucleasas.

Dado que los oligonucleétidos son polimeros de subunidades o mondmeros, muchas de las modificaciones descritas
mas adelante se producen en una posicion que se repite dentro de un oligonucleétido, por ejemplo, una modificacion
de una base, un azicar, un resto de fosfato, o el oxigeno que no forma puentes de un resto de fosfato. No es
necesario que todas las posiciones en un oligonucleétido dado se modifiquen de manera uniforme y, de hecho,
pueden incorporarse mas de una de las modificaciones mencionadas anteriormente en un unico oligonucleétido o
incluso en un unico nucledsido dentro de un oligonucleétido.

En algunos casos la modificacion ocurrira en todas las posiciones objeto en el oligonucleétido, pero no en muchos
de los casos, de hecho no en la mayoria. A modo de ejemplo, una modificacion puede solo ocurrir en una posicion
de extremo 3' 0 5', puede ocurrir solo en la region interna, puede ocurrir solo en una regién terminal, por ejemplo, en
una posicion en un nucledtido terminal o en los ultimos 2, 3, 4, 5 o 10 nucledtidos de un oligonucleétido. Una
modificacion puede ocurrir en una region de cadena doble, una regidon de cadena simple, o en ambas. Una
modificacion puede ocurrir solo en la region de cadena doble de un oligonucleétido de cadena doble o puede ocurrir
solo en una regién de cadena simple de un oligonucleétido de cadena doble. Por ejemplo, una modificacion de
fosforotioato en una posicion de oxigeno que no forma puentee solo puede ocurrir en uno o ambos extremos, puede
solo ocurrir en una regién terminal, por ejemplo, en una posicién en un nucleétido terminal o en los ultimos 2, 3, 4, 5,
o 10 nucleédtidos de una cadena, o puede ocurrir en regiones de cadena doble y cadena simple, particularmente en
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los extremos. El o los extremos 5' pueden estar fosforilados.

Una modificaciéon descrita en la presente memoria puede ser la Unica modificacién, o el Unico tipo de modificacion
incluida en multiples nucleétidos, o se puede combinar una modificacién con una o mas modificaciones adicionales
descritas en la presente memoria. Las modificaciones descritas en la presente memoria también pueden ser
combinadas en un oligonucleétido, por ejemplo, diferentes nucledtidos de un oligonucledtido tienen diferentes
modificaciones descritas en la presente memoria.

En algunas realizaciones se prefiere en particular, por ejemplo, para aumentar la estabilidad, incluir nucleobases
particulares en excedentes, o incluir nucleétidos modificados o sustitutos de nucleétidos, en excedentes de cadena
simple, por ejemplo, en un excedente de 5' 0 3', 0 en ambos. Por ejemplo, puede ser deseable incluir nucleétidos de
purina en los excedentes. En algunas realizaciones, todas o algunas de las bases en un excedente de 3' 0 5' seran
modificadas, por ejemplo, con una modificacion descrita en la presente memoria. Las modificaciones pueden incluir,
por ejemplo, el uso de modificaciones en el grupo 2' OH del azdcar ribosa, por ejemplo, el uso de
desoxirribonucleodtidos, por ejemplo, desoxitimidina, en vez de ribonucledtidos, y modificaciones en el grupo fosfato,
por ejemplo, modificaciones de fosfotioato. No es necesario que los excedentes sean homologos con la secuencia
objetivo.

Mas adelante se describen en mayor detalle modificaciones especificas.
El grupo fosfato

El grupo fosfato es una especie cargada de forma negativa. La carga es distribuida por igual en los dos atomos de
oxigeno que no forman puentes. Sin embargo, el grupo fosfato se puede modificar al reemplazar uno de los
oxigenos con un sustituyente diferente. Un resultado de esta modificaciéon a las cadenas principales de fosfato del
ARN puede ser la resistencia aumentada del oligorribonucleétido a la descomposiciéon nucleolitica. Por lo tanto, sin
pretender limitarse a la teoria, puede ser deseable en algunas realizaciones introducir alteraciones que tienen como
resultado ya sea un enlazador no cargado o un enlazador cargado con distribucion de carga no simétrica.

Los ejemplos de grupos fosfato modificados incluyen fosforotioato, fosforoselenatos, borano fosfatos, ésteres de
borano fosfato, fosfonatos de hidrégeno, fosforamidatos, fosfonatos de arilo o alquilo y fosfodiésteres. En
determinadas realizaciones, uno de los atomos de oxigeno que no forman puentes del fosfato en el resto de la
cadena principal de fosfato puede ser reemplazado por cualquiera de los siguientes: S, Se, BR3 (R es hidrogeno,
alquilo, arilo), C (es decir, un grupo alquilo, un grupo arilo, etc...), H, NR; (R es hidrégeno, alquilo, arilo), u OR (R es
alquilo o arilo). El atomo de fosforo en un grupo fosfato no modificado es aquiral. Sin embargo, el reemplazo de uno
de los oxigenos que no forman puentes con uno de los atomos o grupos de atomos anteriores vuelve quiral al atomo
fosforoso; en otras palabras, un atomo fosforoso en un grupo fosfato modificado de esta manera es un centro
estereogénico. El atomo de fosforo estereogénico puede poseer ya sea la configuracion “R” (Rp en la presente
memoria) o la configuracion “S” (Sp en la presente memoria).

Los fosforoditioatos tienen ambos oxigeno que no forman puentes reemplazados por azufre. El centro de fésforo en
los fosforoditioatos es aquiral, lo cual impide la formacion de diasteredmeros oligorribonucleétidos. Por lo tanto, sin
pretender limitarse a la teoria, modificaciones a ambos oxigenos que no forman puentes, que eliminan el centro
quiral, por ejemplo la formacion de fosforoditioatos, pueden ser deseables dado que no pueden producir mezclas de
diasteredmeros. Por lo tanto, los oxigenos que no forman puentes pueden ser, independientemente, cualquiera de
S, Se, B, C, H, N u OR (R es alquilo o arilo).

El enlazador de fosfato también puede ser modificado por el reemplazo del oxigeno puente (es decir, el oxigeno que
une el fosfato con el nucledsido), con nitrogeno (fosforoamidatos puenteados), azufre (fosforotioatos puenteados) y
carbono (metilenfosfonatos puenteados). El reemplazo puede ocurrir en cualquiera de los oxigenos de union o en
ambos oxigenos de unién. Cuando el oxigeno puente es el oxigeno 3' de un nucledsido, se prefiere el reemplazo
con carbono. Cuando el oxigeno puente es el oxigeno 5' de un nucledsido, se prefiere el reemplazo con nitrégeno.

Reemplazo del grupo fosfato

El grupo fosfato puede reemplazarse mediante conectores que no contienen fosforo. Sin pretender limitarse a la
teoria, se cree que dado que el grupo fosfodiéster cargado es el centro de reaccién en la degradacion nucleolitica,
su reemplazo con imitadores estructurales neutros deberia impartir estabilidad de nucleasa aumentada. Una vez
mas, sin pretender limitarse a la teoria, puede ser deseable, en alguna realizacion, introducir alteraciones en las que
el grupo fosfato cargado es reemplazado por un resto neutro.

Los ejemplos de restos que pueden reemplazar el grupo fosfato incluyen, fosfonato de metilo, hidroxilamino,
siloxano, carbonato, carboximetilo, carbamato, amida, tioéter, enlazador de 6xido de etileno, sulfonato, sulfonamida,
tioformacetal, formacetal, oxima, metilenimino, metilenmetilimino, metilenhidrazo, metilendimetilhidrazo vy
metilenoximetilimino. Los reemplazos preferidos incluyen los grupos metilencarbonilamino y metilenmetilimino.

Los enlaces de fosfato modificados donde al menos uno de los oxigenos unidos al fosfato ha sido reemplazado o el
grupo fosfato ha sido reemplazado por un grupo no fosforoso también son referidos como “enlace de cadena
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principal no fosfodiéster”.
Sustitucién de la cadena principal de ribofosfato

También pueden construirse estructuras que imitan oligonucleétidos, donde el enlazador fosfato y el azdcar ribosa
se reemplazan por sustitutos de nucledsidos o nucleétidos resistentes a la nucleasa. Sin pretender limitarse a la
teoria, se cree que la ausencia de una cadena principal cargada de manera repetitiva disminuye la unién a las
proteinas que reconocen polianiones (por ejemplo, nucleasas). Una vez mas, sin pretender limitarse a la teoria,
puede ser deseable, en alguna realizacién, introducir alteraciones en las que las bases estan amarradas por una
cadena principal sustituta neutra. Los ejemplos incluyen los sustitutos nucleésidos de acido peptidonucleico (PNA,
por sus siglas en inglés), morfilino, ciclobutilo y/o pirrolidina. Un sustituto preferido es un sustituto de PNA.

Modificaciones de azlcar

Un ARN modificado puede incluir la modificacion de todos o algunos de los grupos de azucar del acido ribonucleico.
Por ejemplo, el grupo 2' hidroxilo (OH) se puede modificar o reemplazar con una cantidad de sustituyentes “oxi” o
"desoxi” diferentes. Sin pretender limitarse a la teoria, se espera una estabilidad aumentada dado que el hidroxilo ya
no puede ser desprotonado para formar un ion 2'-alcoxido. El 2'-alcoxido puede catalizar la degradacion mediante
ataque nucleofilico intramolecular en el atomo de fésforo enlazador. Una vez mas, sin pretender limitarse a la teoria,
puede ser deseable en algunas realizaciones introducir alteraciones en las que la formacion de alcoxido en la
posicion 2' no es posible.

Ejemplos de modificaciones de grupo "oxi"-2' hidroxilo incluyen alcoxi o ariloxi (OR, por ejemplo, R = H, alquilo,
cicloalquilo, arilo, aralquilo, heteroarilo o azucar); polietilenglicoles (PEG), O(CH.CH,0),CH,CH.OR; acidos
nucleicos "bloqueados" (LNA) en el que el hidroxilo 2' esta conectado, por ejemplo, mediante un puente de metileno,
al carbono 4' de la misma azucar de ribosa; O-AMINA (AMINA = NHy; alquilamino, dialquilamino, heterociclilo,
arilamino, diarilamino, heteroarilamino, o diheteroarilamino, etilendiamina, poliamino) y aminoalcoxi, O(CH2),AMINA,
(por ejemplo, AMINA = NHy; alquilamino, dialquilamino, heterociclilo, arilamino, diarilamino, heteroarilamino, o
diheteroarilamino, etilendiamina, poliamino). Cabe mencionar que los oligonucledtidos que contienen solo el grupo
metoxietilo (MOE), (OCH2CH>OCHs, un derivado de PEG), exhiben estabilidades frente a las nucleasas
comparables con aquellas modificadas con la fuerte modificacién de fosforotioato.

Las modificaciones "desoxi" incluyen hidrégeno (es decir, azicares de desoxirribosa, que son de particular
relevancia para las partes excedentes del ARN de parcialmente cd); halo (por ejemplo, flior); amino (por ejemplo,
NH2; alquilamino, dialquilamino, heterociclilo, arilamino, diarii amino, heteroarilamino, diheteroarilamino o
aminoacido); NH(CH2CH2NH),CH2CH2-AMINA (AMINA = NHj; alquilamino, dialquilamino, heterociclilo, arilamino,
diarilamino, heteroarilamino o diheteroarilamino), -NHC(O)R (R = alquilo, cicloalquilo, arilo, aralquilo, heteroarilo o
azucar), ciano; mercapto; alquil-tio-alquilo; tioalcoxi; y alquilo, cicloalquilo, arilo, alquenilo y alquinilo, que pueden
estar opcionalmente sustituidos por ejemplo, con una funcionalidad amino. Los sustituyentes preferidos son 2'-
metoxietilo, 2'-OCH3, 2'-O-alilo, 2'-C-alilo y 2'-fluor.

El grupo de azucar puede también puede contener uno o mas carbonos que poseen la configuracion estereoquimica
opuesta a la del carbono correspondiente en la ribosa. Por lo tanto, un oligonucleétido puede incluir nucleétidos que
contienen, por ejemplo, arabinosa, como el azucar. El monémero puede tener un enlace alfa en la posicion 1' en el
azucar, por ejemplo, alfa-nucledsidos. Los oligonucleétidos también pueden incluir azdcares "abasicos", que carecen
de una nucleobase en C-1'. Estos azlcares abasicos también pueden contener modificaciones en uno o mas de los
atomos de azucar constituyentes. Los oligonucledtidos también pueden contener uno o mas azucares que estan en
forma L, por ejemplo, L-nucledsidos.

Modificaciones en el extremo

Los extremos 3' y 5' de un oligonucledtido se pueden modificar Tales modificaciones pueden ser en el extremo 3',
extremo 5 0 ambos extremos de la molécula. Pueden incluir la modificaciéon o el reemplazo de un fosfato terminal
completo o de uno o mas de los atomos del grupo fosfato. Por ejemplo, los extremos 3'y 5' de un oligonucleétido se
pueden conjugar con otras entidades moleculares funcionales tales como restos etiquetadores, por ejemplo,
fluoréforos (por ejemplo, pireno, TAMRA, fluoresceina, colorantes Cy3 o Cy5) o grupos protectores (basados por
ejemplo, en azufre, silicio, boro o éster). Las entidades moleculares funcionales se pueden unir al azucar a través de
un grupo fosfato y/o un enlazador. El atomo terminal del enlazador puede conectarse con o puede reemplazar el
atomo de unioén del grupo fosfato o el grupo C-3' 0 C-5' O, N, S o C del azicar. De manera alternativa, el enlazador
puede conectarse con o puede reemplazar el atomo terminal de un sustituto de nucleétido (por ejemplo, PNA).

Cuando una matriz de enlazador/fosfato-entidad molecular funcional-enlazador/fosfato se interpone entre dos
cadenas de un ARNcd, esta matriz puede sustituir a un bucle de ARN de horquilla por un agente de ARN de tipo
horquilla.

Las modificaciones terminales utiles para la modular la actividad incluyen la modificaciéon del extremo 5' con fosfato o
analogos de fosfato. Por ejemplo, en realizaciones preferidas, las cadenas antisentido de ARNcd estan fosforiladas
en 5' o incluyen un analogo de fosforilo en el extremo 5' primario. Las modificaciones de 5'-fosfato incluyen aquellas
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que son compatibles con el silenciamiento génico mediado por RISC. Las modificaciones adecuadas incluyen: 5'-
monofosfato ((HO)2(O)P-O-5'); 5'-difosfato ((HO)2(O)P-O-P(HO)(O)-0-5"); 5'-trifosfato ((HO)2(O)P-O-(HO)(O)P-O-
P(HO)(0)-0-5"); cap 5'-guanosina (7-metilado o no metilado) (7m-G-O-5'- (HO)(O)P-O-(HO)(O)P-O-P(HO)(O)-0-5";
cap 5'-adenosina (Appp), y cualquier estructura de cap de nucleétido modificada o no modificada (N-O-5'-(HO)(O)P-
0-(HO)(0O)P-O-P(HO)(0)-0-5"); 5'-monotiofosfato (fosforotioato; (HO)2(S)P-O-5"); 5'-monaoditiofosfato (fosforoditioato;
(HO)(HS)(S)P-0-5"), 5'- fosforotiolato ((HO)2(O)P-S-5"); cualquier combinacion adicional de monofosfato difosfato y
trifosfatos remplazados por oxigeno/azufre, (por ejemplo, 5'-alfa-tiotrifosfato, 5'-gamma-tiotrifosfato, etc.), 5'-
fosforamidatos ((HO)2(O)P-NH-5', (HO)(NH2)(O)PO-5"), 5'-alquilfosfonatos (R=alquilo=metilo, etilo, isopropilo,
propilo, etc. por ejemplo, RP(OH)(O)-O-5-, (OH)2(0O)P-5'-CH2-), 5'-alquiléterfosfonatos (R=alquiléter=metoximetilo
(MeOCH2-), etoximetilo, etc., por ejemplo, R-P(OH)(0)-O-5").

Las modificaciones de extremo terminal también pueden ser Utiles para monitorear la distribucion, y en tales casos
los grupos preferidos que se va a agregar incluyen fluoréforos, por ejemplo, fluoresceina o un colorante Alexa, por
ejemplo, Alexa 488. Las modificaciones de extremo terminal también pueden ser utiles para mejorar la absorcion,
modificaciones utiles para esto incluyen el colesterol. Las modificaciones de extremo terminal también pueden ser
Utiles para el entrecruzamiento de un agente de ARN a otro resto; modificaciones utiles para esto incluyen
mitomicina C.

Nucleobases

La adenina, guanina, citosina y uracilo son las bases mas comunes que se encuentran en el ARN. Estas bases se
pueden modificar o reemplazar para proporcionar ARN que tiene propiedades mejoradas. Por ejemplo, los
oligorribonucledtidos resistentes a nucleasas se pueden preparar con estas bases o con nucleobases sintéticas y
naturales (por ejemplo, inosina, timina, xantina, hipoxantina, nubularina, isoguanisina o tubercidina) y cualquiera de
las modificaciones anteriores. De manera alternativa, se pueden emplear analogos sustituidos o modificados de
cualquiera de las bases anteriores, por ejemplo, "bases inusuales", "bases modificadas", "bases no naturales" y
"bases universales" descritas en la presente memoria. Los ejemplos incluyen, pero no se limitan a, 2-aminoadenina,
6-metilo y otros derivados de alquilo de adenina y guanina, 2-propilo y otros derivados de alquilo de adenina y
guanina, 5-halouracilo y citosina, 5-propinil uracilo y citosina, 6-azo uracilo, citosina y timina, 5-uracilo
(pseudouracilo), 4-tiouracilo, 5-halouracilo, 5-(2- aminopropil)uracilo, 5-aminoaliluracilo, 8-halo, amino, tiol, tioalquilo,
hidroxilo y otras adeninas y guaninas 8-sustituidas, 5-trifluorometilo y otros uracilos y citosinas 5-sustituidos, 7-
metilguanina, pirimidinas 5-sustituidas, 6-azapirimidinas y purinas sustituidas en N-2, N-6 y O-6, que incluyen 2-
aminopropiladenina, 5-propiniluracilo y 5-propinilcitosina, dihidrouracilo, 3-desaza-5-azacitosina, 2-aminopurina, 5-
alquiluracilo, 7-alquilguanina, 5-alquil citosina, 7-desazadenina, N6, N6-dimetiladenina, 2,6-diaminopurina, 5-amino-
alil-uracilo, N3-metiluracilo, 1,2,4-triazoles sustituidos, 2-piridinona, 5-nitroindol, 3-nitropirrol, 5-metoxiuracilo, acido
uracilo-5-oxiacético, 5-metoxicarbonilmetiluracilo,  5-metil-2-tiouracilo, = 5-metoxicarbonilmetil-2-tiouracilo, 5-
metilaminometil-2-tiouracilo, 3-(3-amino-3-carboxipropil)uracilo, 3-metilcitosina, 5-metilcitosina, N*-acetil citosina, 2-
tiocitosina, N6-metiladenina, N6-isopentiladenina, 2-metiltio-N6-isopenteniladenina, N-metilguaninas o bases O-
alquiladas. Otras purinas y pirimidinas incluyen las descritas en la patente estadounidense n.° 3.687.808, aquellas
descritas en el Concise Encyclopedia Of Polymer Science And Engineering, paginas 858-859, Kroschwitz, J. I., ed.
John Wiley & Sons, 1990, y aquellas descritas en Englisch et al., Angewandte Chemie, Edicion internacional, 1991,
30, 613.

Grupos catiénicos

Las modificaciones a los oligonucleétidos también pueden incluir la unién de uno o mas grupos cationicos al azucar,
la base y/o el atomo de fosforo de un fosfato o resto de la cadena principal de fosfato modificada. Un grupo catiénico
se puede unir a cualquier atomo capaz de ser sustituido en una base natural, inusual o universal. Una posicion
preferida es una que no interfiere con la hibridacién, es decir, que no interfiere con las interacciones de union al
hidrégeno necesarias para el emparejamiento de bases. Un grupo catiénico se puede unir, por ejemplo,a través de
la posicién C2' de un azlcar o una posicion analoga en un sustituto de azlcar ciclico o aciclico. Los grupos
catiénicos pueden incluir, por ejemplo, grupos amino protonados, derivados, por ejemplo, de O-AMINA (AMINA =
NH2; alquilamino, dialquilamino, heterociclilo, arilamino, diarili amino, heteroarilamino o diheteroarilamino,
etilendiamina, poliamino); aminoalcoxi, por ejemplo, O(CH2),AMINA, (por ejemplo, AMINA = NHy; alquilamino,
dialquilamino, heterociclilo, arilamino, diaril amino, heteroarilamino o diheteroaril amino, etilendiamina, poliamino);
amino (por ejemplo, NHy; alquilamino, dialquilamino, heterociclilo, arilamino, diaril amino, heteroarilamino,
diheteroarilamino o aminoacido); o NH(CH2CH2NH),CH;CH,-AMINA (AMINA = NHy; alquilamino, dialquilamino,
heterociclilo, arilamino, diaril amino, heteroarilamino o diheteroaril amino).

Colocacién dentro de un oligonucleétido

Algunas modificaciones se pueden incluir preferentemente en un oligonucledtido en una ubicacién particular, por
ejemplo, en una posicién interna de una cadena, o en el extremo 5' o 3' de un oligonucleétido. Una ubicacion
preferida de una modificacion en un oligonucleétido, puede conferir propiedades preferidas en el agente. Por
ejemplo, las ubicaciones preferidas de modificaciones particulares pueden conferir propiedades de silenciamiento
génico optimas, o resistencia aumentada a la actividad de endonucleasas o exonucleasas.

64



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2749 426 T3

Uno o mas nucledtidos de un oligonucledtido pueden tener un enlace 2'-5'. Uno o mas nucledtidos de un
oligonucledtido pueden tener enlaces invertidos, por ejemplo, enlaces 3'-3', 5'-5', 2'-2' 0 2'-3’

Un oligonucleétido de cadena doble puede incluir al menos un dinucleétido de 5'-uridina-adenina-3’ (5'-UA-3') en
donde la uridina es un nucledtido 2'-modificado, o un dinucleétido de 5'-uridina-guanina-3' (5'-UG-3') terminal, en
donde la 5'-uridina es un nucleétido 2'-modificado, o un dinucleétido de 5'-citidina-adenina-3' (5'-CA-3') terminal, en
donde la 5'-citidina es un nucleétido 2'-modificado, o un dinucleétido de 5'-uridina-uridina-3' (5'-UU-3') terminal, en
donde la 5'-uridina es un nucledtido 2'-modificado, o un dinucleétido de 5'-citidina-citidina-3' (5'-CC-3') terminal, en
donde la 5'-citidina es un nucledtido 2'-modificado, o un dinucleétido de 5'-citidina-uridina-3' (5'-CU-3') terminal, en
donde la 5'-citidina es un nucledtido 2'-modificado, o un dinucleétido de 5'-uridina-citidina-3' (5'-UC-3') terminal, en
donde la 5'-uridina es un nucleétido modificado en 2'. Los oligonucleétidos de doble cadena que incluyen estas
modificaciones estan particularmente estabilizados contra la actividad endonucleasa.

Referencias generales

Los oligorribonucledtidos y oligorribonucledsidos utilizados de acuerdo con esta descripcion se pueden sintetizar
mediante sintesis en fase solida, ver por ejemplo "Oligonucleotide synthesis, a practical approach”, Ed. M. J. Gait,
IRL Press, 1984; "Oligonucleotides and Analogues, A Practical Approach”, Ed. F. Eckstein, IRL Press,
1991 (especialmente el capitulo 1, Modern machine-aided methods of oligodeoxyribonucleotide synthesis, capitulo 2,
Oligoribonucleotide synthesis, capitulo 3, 2'-O--Methyloligoribonucleotide- s: synthesis and applications, capitulo 4,
Phosphorothioate oligonucleotides, capitulo 5, Synthesis of oligonucleotide phosphorodithioates, capitulo 6,
Synthesis of oligo-2'-deoxyribonucleoside methylphosphonates, y capitulo 7, Oligodeoxynucleotides containing
modified bases. Otros procedimientos sintéticos particularmente utiles, reactivos, grupos bloqueadores y condiciones
de reaccion son descritos por Martin, P., Helv. Chim. Acta, 1995, 78, 486-504; Beaucage, S. L. and lyer, R. P,
Tetrahedron, 1992, 48, 2223-2311 y Beaucage, S. L. and lyer, R. P., Tetrahedron, 1993, 49, 6123-6194, o
referencias a las que se se refiere en estos. La modificacion descrita en WO 00/44895, WO01/75164, o
WO002/44321 se puede utilizar en la presente memoria.

Referencias de grupo fosfato

La preparacion de oligorribonucledtidos de fosfinato se describe en la patente estadounidense n.° 5.508.270. La
preparacion de oligorribonucleétidos de fosfonato de alquilo se describe en la patente estadounidense No.
4.469.863. La preparacion de oligorribonucledtidos de fosforamidito se describe en la patente estadounidense n.°
5.256.775 o la patente estadounidense n.° 5.366.878. La preparacion de oligorribonucleétidos de fosfotriéster se
describe en la patente estadounidense n.° 5.023.243. La preparacion de oligorribonucleétido de fosfonato de borano
se describe en la patente estadounidense n.° 5.130.302 y 5.177.198. La preparacién de oligorribonucleétidos de
fosforamidato de 3'-Deoxi-3'-amino se describe en la patente estadounidense n.° 5.476.925. Oligorribonucledtidos de
3'-Deoxi-3-metilenofosfonato se describe en An. H, et al. J. Org. Chem. 2001, 66, 2789-2801. Preparacion de
nucleétidos puenteados de azufre se describe en Sproat et al. Nucleosides Nucleotides 1988, 7,651 y Crosstick et al.
Tetrahedron Lett. 1989, 30, 4693.

Referencias de grupo azucar

Modificaciones a las modificaciones 2' se pueden encontrar en Verma, S. et al. Annu. Rev. Biochem. 1998, 67, 99-
134 y todas las referencias alli. Las modificaciones especificas a la ribosa se pueden encontrar en las siguientes
referencias: 2'-fluoro (Kawasaki et. al., J. Med. Chem., 1993, 36, 831-841), 2-MOE (Martin, P. Helv. Chim. Acta
1996, 79, 1930-1938), "LNA" (Wengel, J. Acc. Chem. Res. 1999, 32, 301-310).

Referencias del reemplazo del grupo fosfato

Los oligorribonucledsidos unidos por metilenmetilimino, también identificados en la presente memoria como
oligorribonucledsidos unidos por MMI, oligorribonucledsidos unidos por metilendimetilhidrazo, también identificados
en la presente memoria como oligorribonucledsidos unidos por MDH, y los oligonucledsidos unidos por
metilencarbonilamino, también identificados en la presente memoria como oligorribonucledsidos unidos por amida-3,
y los oligonucledsidos unidos por metilenaminocarbonilo, también identificados en la presente memoria como
oligorribonucledsidos unidos por amida-4 asi como compuestos de cadena principal mixta que tienen, por ejemplo,
uniones alternantes de MMI y PO o PS, se pueden preparar tal como se describe en las patentes estadounidenses
n.° 5,378,825, 5,386,023, 5,489,677 y en las solicitudes PCT publicadas PCT/US92/04294y PCT/US92/04305
(publicadas como WO 92/20822 WO y 92/20823, respectivamente). Los oligorribonucledsidos unidos por formacetal
y tioformacetal se pueden preparar tal como se describe en las patentes estadounidenses n.° 5.264.562 y 5.264.564.
Los oligorribonucledsidos unidos por 6xido de etileno se pueden preparar tal como se describe en la patente
estadounidense n°® 5.223.618. Se describen reemplazos de siloxano en Cormier,J.F. et al. Nucleic Acids Res. 1988,
16, 4583. Se describen reemplazos de carbonato en Tittensor, J.R. J. Chem. Soc. C 1971, 1933. Se describen
reemplazos de carboximetilo en Edge, M.D. et al. J. Chem. Soc. Perkin Trans. 1 1972, 1991. Se describen
reemplazos de carbamato en Stirchak, E.P. Nucleic Acids Res. 1989, 17, 6129.
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Referencias del reemplazo de la cadena principal de fosfato-ribosa

Los compuestos sustitutos de azlcar ciclobutilo pueden ser preparados tal como se describe en la patente
estadounidense n.° 5.359.044. El sustituto de azucar pirrolidina se puede preparar tal como se describe en la patente
estadounidense n.° 5.519.134. Los sustitutos de azicar morfolino se pueden preparar tal como se describe en las
patentes estadounidenses n.° 5.142.047 y 5.235.033, y otras descripciones de patentes relacionadas. Los acidos
peptidonucleicos (PNA) son conocidos per se y se pueden preparar de acuerdo con cualquiera de los varios
procedimientos a los que se se refiere en Peptide Nucleic Acids (PNA): Synthesis, Properties and Potential
Applications, Bioorganic & Medicinal Chemistry, 1996, 4, 5-23. También se pueden preparar de acuerdo con la
patente estadounidense n.° 5.539.083.

Referencias de modificaciones en los extremos

Las modificaciones en los extremos se describen en Manoharan, M. et al. Antisense and Nucleic Acid Drug
Development 12, 103-128 (2002) y referencias en estas.

Referencias de nucleobases

Las amiditas de nucledsido de purina sustituidas en N-2 se pueden preparar tal como se describe en la patente
estadounidense n.° 5.459.255. Las amiditas de nucledsido de 3-deaza purina se pueden preparar tal como se
describe en la patente estadounidense n.° 5457.191. Las amiditas de nucledsido de pirimidina 5,6-sustituidas se
pueden preparar tal como se describe en la patente estadounidense n.° 5.614.617. Las amiditas de nucledsido de
pirimidina 5-propinilo se pueden preparar tal como se describe en la patente estadounidense n.° 5.484.908.

Enlazadores

El término “enlazador” significa un resto organico que conecta dos partes de un compuesto. Los enlazadores
comprenden tipicamente un enlace directo o un atomo tal como de oxigeno o azufre, una unidad tal como NR?,
C(0), C(O)NH, SO, SOz, SO;NH o una cadena de atomos, tal como alquilo sustituido o no sustituido, alquenilo
sustituido o no sustituido, alquinilo sustituido o no sustituido, arilalquilo, arilalquenilo, arilalquinilo, heteroarilalquilo,
heteroarilalquenilo, heteroarilalquinilo, heterociclilalquilo, heterociclilalquenilo, heterociclilalquinilo, arilo, heteroarilo,
heterociclilo, cicloalquilo, cicloalquenilo, alquilarilalquilo, alquilarilalquenilo, alquilarilalquinilo, alquenilarilalquilo,

alquenilarilalquenilo, alquenilarilalquinilo, alquinilarilalquilo, alquinilarilalquenilo, alquinilarilalquinilo,
alquilheteroarilalquilo, alquilheteroarilalquenilo, alquilheteroarilalquinilo, alquenilheteroarilalquilo,
alquenilheteroarilalquenilo, alquenilheteroarilalquinilo, alquinilheteroarilalquilo, alquinilheteroarilalquenilo,
alquinilheteroarilalquinilo, alquilheterociclilalquilo, alquilheterociclilalquenilo, alquilhererociclilalquinilo,

alquenilheterociclilalquilo,  alquenilheterociclilalquenilo,  alquenilheterociclilalquinilo,  alquinilheterociclilalquilo,
alquinilheterociclilalquenilo, alquinilheterociclilalquinilo, alquilarilo, alquenilarilo, alquinilarilo, alquilheteroarilo,
alquenilheteroarilo, alquinilhereroarilo, donde uno o mas metilenos pueden interrumpirse o terminarse mediante O,
S, S(0), SOz, N(R")2, C(O), grupo de unién escindible, arilo sustituido o no sustituido, heteroarilo sustituido o no
sustituido, heterociclico sustituido o no sustituido, donde R’ es hidrégeno, acilo, alifatico o alifatico sustituido.

En una realizacion, el enlazador es -[(P-Q-R)q-X-(P'-Q'-R")q]¢-T-, donde:

P, R, T, P, Ry T estan cada una independientemente para cada aparicion ausentes, CO, NH, O, S, OC(O),
NHC(O), CH;, CH2NH, CH,0; NHCH(R®)C(O), -C(0O)-CH(R?#)-NH-,

-9 s—s S—S
—N _ )’L’V\' AN J\N\( N — .
CH:N-O,M/M N "\P>< . ,J\s"\/s S\

O
HO

b

H
«~N

o heterociclilo;

Q y Q' estdn cada una independientemente para cada aparicién ausentes, -(CHg)y-, -C(R")(R?)(CHg)n-, -
(CH2)nC(R")(R?)-, ~(CH2CH20)mCH2CHz-, 0 ~(CH2CH20)mCH2CH,NH-;

X esta ausente o es un grupo de union escindible;
R? es H o una cadena lateral de aminoacidos:

R'y R? son cada uno independientemente para cada aparicién H, CHs, OH, SH o N(RV)y;
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RN es independientemente para cada aparicion H, metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo o bencilo;

d, 9'y 9" son cada uno independientemente para cada aparicion 0-20 y donde la unidad de repeticién puede ser la
misma o diferente;

n es independientemente para cada aparicion 1-20; y
m es independientemente para cada aparicién 0-50,
En una realizacion, el enlazador comprende al menos un grupo de unién escindible.

En determinadas realizaciones, el enlazador es un enlazador ramificado. El punto de ramificacion del enlazador
ramificado puede ser al menos trivalente, pero puede ser un atomo tetravalente, pentavalente o hexavalente o un
grupo que presenta tales valencias multiples. En determinadas realizaciones, el punto de ramificacion es N, -N(Q)-C,
-O-C, -S-C, -SS-C, -C(O)N(Q)-C, -OC(O)N(Q)-C, -N(Q)C(O)-C, o -N(Q)C(0)O-C, donde Q es independientemente
para cada aparicion H o alquilo opcionalmente sustituido. En otra realizacién, el punto de ramificacion es glicerol o
un derivado de glicerol.

Grupos de union escindibles

Un grupo de union escindible es aquel que es suficientemente estable fuera de la célula, pero que tras su entrada en
una célula objetivo es escindido para liberar las dos partes que el enlazador mantiene unidas. En una realizacion
preferida, el grupo de unién escindible se escinde al menos 10 veces o mas, preferentemente al menos 100 veces
mas rapido en la célula objetivo o conforme a una primera condicion de referencia (que puede, por ejemplo, ser
seleccionada para imitar o representar condiciones intracelulares) que en la sangre de un sujeto, o conforme a una
segunda condicién de referencia (que puede, por ejemplo, ser seleccionada para imitar o representar condiciones
encontradas en la sangre o el suero).

Los grupos de union escindibles son susceptibles a los agentes de escision, por ejemplo, el pH, potencial redox o la
presencia de moléculas de degradacion. Generalmente, los agentes de escision son mas frecuentes o se
encuentran a niveles o actividades mayores dentro de las células que en el suero o la sangre. Ejemplos de tales
agentes de degradacion incluyen: agentes redox que son seleccionados para sustratos particulares o que no tengan
ninguna especificidad de sustrato, que incluye, por ejemplo, enzimas oxidativas o reductoras o agentes reductores
tales como mercaptanos, presentes en las células, que pueden degradar un grupo de unién escindible redox
mediante reduccion; esterasas; endosomas o agentes que puedan crear un entorno acido, por ejemplo, aquellos que
son resultado de un pH de cinco o menor; enzimas que puedan hidrolizar o degradar un grupo de unién escindible
acido al actuar como un acido general, peptidasas (que pueden ser especificas al sustrato), y fosfatasas.

Un grupo de unidn escindible, tal como un enlace disulfuro, puede ser susceptible al pH. El pH del suero humano es
7.4, mientras que el pH intracelular promedio es apenas menor, que varia de aproximadamente 7.1-7.3. Los
endosomas tienen un pH mas acido, en el intervalo de 5.5-6.0, y los lisosomas tienen un pH aun mas acido de
aproximadamente 5.0, Algunos enlazadores tendran un grupo enlazador escindible que se escinde a un pH
preferido, de este modo se libera el lipido catiénico del ligando dentro de la célula, o al compartimento deseado de la
célula.

Un enlazador puede incluir un grupo enlazador escindible que es escindible por una enzima particular. El tipo de
grupo enlazador escindible incorporado en un enlazador puede depender de la célula seleccionada como objetivo.
Por ejemplo, los ligandos que seleccionan como objetivo al higado pueden unirse a los lipidos cationicos a través de
un enlazador que incluye un grupo éster. Las células hepaticas son ricas en esterasas, y, por lo tanto, el enlazador
se escindira mas eficazmente en células hepaticas que en tipos de células que no son ricas en esterasas. Otros
tipos de células ricas en esterasas incluyen las células del pulmdn, de la corteza renal y del testiculo.

Se pueden utilizar enlazadores que contienen enlaces peptidicos cuando se dirigen a tipos de células ricas en
peptidasas, tales como células hepaticas y sinoviocitos.

En general, la aptitud de un grupo enlazador escindible candidato puede ser evaluada al someter a prueba la
capacidad de un agente (o condiciéon) de degradacion de escindir el grupo enlazador candidato. También sera
deseable someter a prueba al grupo enlazador escindible candidato para evaluar la capacidad de resistir la escision
en la sangre o cuando estd en contacto con otro tejido no objetivo. Por lo tanto, se puede determinar la
susceptibilidad relativa a la escision entre una primera condiciéon y una segunda, donde se selecciona la primera
para que sea indicativa de escisidon en una célula objetivo y se selecciona la segunda para que sea indicativa de
escision en otros tejidos o fluidos biolégicos, por ejemplo, sangre o suero. Las evaluaciones se pueden llevar a cabo
en sistemas libres de células, en células, en cultivo celular, en cultivo de un 6érgano o tejido, o en animales
completos. Puede ser Util realizar evaluaciones iniciales en condiciones de cultivo o libres de células, y confirmarlas
mediante evaluaciones ulteriores en animales completos. En realizaciones preferidas, los compuestos candidatos
utiles se escinden al menos 2, 4, 10 o 100 veces mas rapido en la célula (o en condiciones in vitro seleccionadas
para imitar condiciones intracelulares) en comparaciéon con la sangre o el suero (0o en condiciones in vitro
seleccionadas para imitar condiciones extracelulares).
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Grupos de union escindibles redox

Una clase de grupos de union escindibles son los grupos de unién escindibles redox que se escinden tras la
reduccion o la oxidacion. Un ejemplo de grupo de unién escindible de forma reductiva es un grupo de unién disulfuro
(-S-S-). Para determinar si un grupo de unién escindible candidato es un “grupo de unién escindible de forma
reductiva” adecuado, o por ejemplo es adecuado para usar con un resto ARNi particular y un agente dirigido
particular, se puede recurrir a métodos descritos en la presente memoria. Por ejemplo, se puede evaluar a un
candidato mediante incubacion con ditiotreitol (DTT), u otro agente reductor mediante el uso de reactivos conocidos
en la técnica, que imitan la tasa de escisidn que se observaria en una célula, por ejemplo, una célula objetivo.
También se puede evaluar a los candidatos en condiciones que se seleccionan para imitar las condiciones de la
sangre o el suero. En una realizacién preferida, los compuestos candidatos son escindidos como maximo un 10 %
en la sangre. En realizaciones preferidas, los compuestos candidatos Utiles se degradan al menos 2, 4, 10 o 100
veces mas rapido en la célula (o en condiciones in vitro seleccionadas para imitar condiciones intracelulares) en
comparacién con la sangre (o en condiciones in vitro seleccionadas para imitar condiciones extracelulares). Se
puede determinar la tasa de escision de los compuestos candidatos mediante el uso de ensayos cinéticos
enzimaticos estandar en condiciones elegidas para imitar medios intracelulares y en comparacion con condiciones
elegidas para imitar medios extracelulares.

Grupos de union escindibles a base de fosfato

Los grupos de union escindibles a base de fosfato son escindidos por agentes que degradan o hidrolizan el grupo
fosfato. Un ejemplo de un agente que escinde grupos fosfato en células son enzimas tales como las fosfatasas en
las células. Ejemplos de grupos de unién a base de fosfatos son -O-P(O)(ORk)-O-, -O-P(S)(ORk)-O-, -O-P(S)(SRk)-
O-, -S-P(O)(ORKk)-O-, -O-P(O)(ORK)-S-, -S-P(O)(ORk)-S-, -O-P(S)(ORKk)-S-, -S-P(S)(ORk)-O-, -O-P(O)(Rk)-O-, -O-
P(S)(Rk)-O-, -S-P(O)(Rk)-O-, -S-P(S)(Rk)-O-, -S-P(O)(Rk)-S-, -O-P(S)(Rk)-S-. Las realizaciones preferidas son -O-
P(O)(OH)-O-, -O-P(S)(OH)-O-, -O-P(S)(SH)-O-, -S-P(O)(OH)-0O-, -O-P(O)(OH)-S-, -S-P(O)(OH)-S-, -O-P(S)(OH)-S-, -
S-P(S)(OH)-O-, -O-P(O)(H)-O-, -O-P(S)(H)-O-, -S-P(O)(H)-O-, -S-P(S)(H)-O-, -S-P(O)(H)-S-, -O-P(S)(H)-S-. Una
realizacion preferida es -O-P(O)(OH)-O-. Estos candidatos se pueden evaluar usando métodos analogos a aquellos
descritos anteriormente.

Grupos de union escindibles acidos

Los grupos de unién escindibles acidos son grupos de unién que se escinden en condiciones acidas. En
realizaciones preferidas, los grupos de unién escindibles acidos se escinden en un entorno acido con un pH de
aproximadamente 6.5 o menor (por ejemplo, aproximadamente 6.0, 5.5, 5.0 o menor), o por agentes tales como
enzimas que pueden actuar como un acido general. En una célula, organulos especificos de pH bajo, tal como los
endosomas Yy los lisosomas pueden proporcionar un entorno de escision para grupos de union escindibles acidos.
Ejemplos de grupos de unién escindibles acidos incluyen, pero no se limitan a, hidrazonas, ésteres, y ésteres de
aminoacidos. Los grupos escindibles acidos pueden tener la férmula general -C=NN-, C(O)O, o -OC(O). Una
realizacion preferida es cuando el carbono unido al oxigeno del éster (el grupo alcoxi) es un grupo arilo, un grupo
alquilo sustituido o un grupo alquilo terciario, tal como dimetilo, pentilo o t-butilo. Estos candidatos se pueden evaluar
usando métodos analogos a aquellos descritos anteriormente.

Grupos de unién a base de éster

Los grupos de unidn escindibles a base de éster son escindidos por enzimas como las esterasas y amidasas en las
células. Ejemplos de grupos de unién escindibles a base de ésteres incluyen, pero no se limitan a, ésteres de grupos
alquileno, alquenileno y alquinileno. Los grupos de unién escindibles de éster tienen la férmula general -C(O)O-, o -
OC(O)-. Estos candidatos se pueden evaluar usando métodos analogos a aquellos descritos anteriormente.

Grupos de escision a base de péptidos

Los grupos de union escindibles a base de péptidos son escindidos por enzimas tales como las peptidasas y
proteasas en las células. Los grupos de unién escindibles a base de péptidos son enlaces peptidicos formados entre
aminoacidos para producir oligopéptidos (por ejemplo, dipéptidos, tripéptidos etc.) y polipéptidos. Los grupos
escindibles a base de péptidos no incluyen el grupo amida (-C(O)NH-). El grupo amida se puede formar entre
cualquier alquileno, alquenileno o alquinileno. Un enlace peptidico es un tipo especial de enlace de amida formado
entre aminoacidos para producir péptidos y proteinas. El grupo escindible a base de péptidos esta generalmente
limitado al enlace peptidico (es decir, el enlace de amida) formado entre aminoacidos que producen péptidos y
proteinas y no incluye todo el grupo funcional amida. Los grupos de unién escindibles a base de péptidos tienen la
formula general -NHCHRAC(O)NHCHREC(O)-, donde R* y RE son los grupos R de los dos aminoacidos adyacentes.
Estos candidatos se pueden evaluar usando métodos analogos a aquellos descritos anteriormente.

Ligandos

Una amplia variedad de entidades se puede acoplar a los oligonucledtidos y lipidos descritos en la presente
memoria. Restos preferidos son los ligandos, que estan acoplados, preferentemente de manera covalente, ya sea
directa o indirectamente, a través de una ligadura intermedia.
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En realizaciones preferidas, un ligando altera la distribucién, direccionamiento o vida de la molécula en la que se
incorpora. En realizaciones preferidas, un ligando proporciona una afinidad aumentada ante un objetivo
seleccionado, por ejemplo, molécula, célula o tipo de célula, compartimento, por ejemplo, un compartimento celular o
de drgano, tejido, érgano o zona del cuerpo, en comparacion, por ejemplo, con una especie que no tiene tal ligando.
Los ligandos que proporcionan afinidad aumentada ante un objetivo seleccionado también son denominados
ligandos de direccionamiento. Los ligandos preferidos para conjugacion con los lipidos descritos en la presente
memoria son los ligandos de direccionamiento.

Algunos ligandos pueden tener propiedades endosomoliticas. Los ligandos endosomoliticos promueven la lisis del
endosoma y/o transporte de la composicion descrita en la presente, o sus componentes, del endosoma al citoplasma
de la célula. El ligando endosomolitico puede ser un péptido polianionico o peptidomimético que muestra la actividad
de la membrana dependiente de pH y fusogenicidad. En determinadas realizaciones, el ligando endosomolitico
asume su conformacién activa al pH endosomal. La conformacién “activa” es aquella conformacion en la que el
ligando endosomolitico promueve la lisis del endosoma y/o transporte de la composicion descrita en la presente, o
sus componentes, del endosoma al citoplasma de la célula. Ligandos endosomoliticos de ejemplo incluyen el
péptido GALA (Subbarao et al., Biochemistry, 1987, 26: 2964-2972), el péptido EALA (Vogel et al., J. Am. Chem.
Soc., 1996, 118: 1581-1586), y sus derivados (Turk et al., Biochem. Biophys. Acta, 2002, 1559: 56-68). En
determinadas realizaciones, el componente endosomolitico puede contener un grupo quimico (por ejemplo, un
aminoacido) que experimentara un cambio en la carga o la protonaciéon en respuesta a un cambio en el pH. El
componente endosomolitico puede ser lineal o ramificado. En la Tabla 6 se muestran las secuencias primarias de
ejemplo de ligandos endosomoliticos a base de péptidos.

Tabla 6: Lista de péptidos con actividad endosomolitica.

Nombre Secuencia (N a C) Ref.
GALA AALEALAEALEALAEALEALAEAAAAGGC 1
EALA AALAEALAEALAEALAEALAEALAAAAGGC 2
ALEALAEALEALAEA 3
INF-7 GLFEAIEGFIENGWEGMIWDYG 4
Inf HA-2 GLFGAIAGFIENGWEGMIDGWYG 5
dilNF-7 GLF EAI EGFI ENGW EGMI DGWYGC 5

GLF EAI EGFI ENGW EGMI DGWYGC
dilNF3 GLF EAI EGFI ENGW EGMI DGGC 6

GLF EAI EGFI ENGW EGMI DGGC

GLF GLFGALAFALAEALAEHLAEALAEALEALA 6
AGGSC :

GALA-INF3 GLFEAIEGFIENGWEGLAEALAEALEALAAG 6
GSC

INF-5 GLF EAI EGFI ENGW EGnI DG K 4

GLF EAI EGFI ENGW EGnI DG

n, norleucina

Referencias

1. Subbarao et al., Biochemistry, 1987, 26: 2964-2972.

2. Vogel et al., J. Am. Chem. Soc., 1996, 118: 1581-1586

3. Turk, M. J., Reddy, J. A. et al. (2002). Characterization of a novel pH-sensitive peptide that enhances drug release
from folate-targeted liposomes at endosomal pHs. Biochim. Biophys. Acta 1559, 56-68.

4. Plank, C. Oberhauser, B. Mechtler, K. Koch, C. Wagner, E. (1994). The influence of endosome-disruptive peptides
on gene transfer using synthetic virus-like gene transfer systems, J. Biol. Chem. 269 12918-12924.

5. Mastrobattista, E., Koning, G. A. et al. (2002). Functional characterization of an endosome-disruptive peptide and
its application in cytosolic delivery of immunoliposome-entrapped proteins. J. Biol. Chem. 277, 27135-43.

6. Oberhauser, B., Plank, C. et al. (1995). Enhancing endosomal exit of nucleic acids using pH-sensitive viral fusion
peptides. Deliv. Strategies Antisense Oligonucleotide Ther. 247-66.
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Los ligandos preferidos pueden mejorar las propiedades de transporte, hibridacién y especificidad y pueden también
mejorar la resistencia a la nucleasa del oligorribonucleétido natural o modificado resultante, o de una molécula que
comprende cualquier combinacion de mondmeros descritos en la presente memoria y/o ribonucleétidos naturales o
modificados.

Los ligandos en general pueden incluir modificadores terapéuticos, por ejemplo, para aumentar la absorcion;
compuestos diagndsticos o grupos indicadores, por ejemplo, para monitorear la distribucion; agentes reticulantes; y
restos que confieren resistencia a la nucleasa. Ejemplos generales incluyen lipidos, esteroides, vitaminas, azlcares,
proteinas, péptidos, poliaminas e imitadores de péptidos.

Los ligandos pueden incluir una sustancia de origen natural, tal como una proteina (por ejemplo, albumina sérica
humana (HSA), lipoproteina de baja densidad (LDL), lipoproteina de alta densidad (HDL), o globulina); un
carbohidrato (por ejemplo, un dextrano, pululano, quitina, quitosan, inulina, ciclodextrina o acido hialurénico); o un
lipido. El ligando también puede ser una molécula recombinante o sintética, tal como un polimero sintético, por
ejemplo, un acido poliamino sintético, un oligonucleoétido (por ejemplo, un aptamero). Ejemplos de acidos poliamino
incluyen cuando el acido poliamino es polilisina (PLL), acido poli L-aspartico, acido poli L-glutamico, copolimero
anhidrido de acido estireno-maleico, copolimero de poli (L-lactida-co-glicolido), copolimero de éter divinilico-
anhidrido maleico, copolimero de N-(2-hidroxipropil)metacrilamida (HMPA), polietilenglicol (PEG), alcohol polivinilico
(PVA), poliuretano, poli(acido 2-etilacrilico), polimeros de N-isopropilacriiamida o polifosfazina. Ejemplos de
poliaminas incluyen: polietilenimina, polilisina (PLL), espermina, espermidina, poliamina, pseudopéptido-poliamina,
poliamina peptidomimética, poliamina dendrimérica, arginina, amidina, protamina, lipido catiénico, porfirina catidnica,
sal cuaternaria de una poliamina o un péptido alfa helicoidal.

Los ligandos también pueden incluir grupos de direccionamiento, por ejemplo, un agente de direccionamiento a una
célula o tejido, por ejemplo, una lectina, glicoproteina, lipido o proteina, por ejemplo, un anticuerpo que se une a un
tipo de célula especificado, tal como una célula renal. Un grupo de direccionamiento puede ser una tirotropina,
melanotropina, lectina, glicoproteina, proteina tensioactiva A, carbohidrato de mucina, lactosa multivalente,
galactosa multivalente, N-acetil-galactosamina, N-acetil-glucosamina, manosa multivalente, fucosa multivalente,
poliaminoacidos glicosilados, galactosa multivalente, transferrina, bisfosfonato, poliglutamato, poliaspartato, un
lipido, colesterol, un esteroide, acido biliar, folato, vitamina B12, biotina, un péptido RGD, un imitador de péptido
RGD o un aptamero. La Tabla 7 muestra algunos ejemplos de ligandos de direccionamiento y sus receptores
asociados.

Tabla 7: Ligandos de direccionamiento y sus receptores asociados

Células hepaticas

Célula parenquimal (PC)
hepatocitos

Célula endotelial sinusoidal (SEC)

Ligando
Galactosa

Lactosa de Gal NAc (n-acetil-
galactosamina)

Asialofetuina

Hialuronano

Procolageno

Moléculas cargadas negativamente
Manosa

Glucosamina de N-acetilo
Inmunoglobulinas

LPS

Insulina

70

Receptor

ASGP-R (receptor
asialoglicoproteina)

Receptor ASPG-R Gal NAc

ASPG-r

Receptor de hialuronano

Receptor de procolageno
Receptores depuradores
Receptores de manosa
Receptores depuradores
Receptor Fc

Receptor CD14

Transcitosis mediada por receptor
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Células hepaticas Ligando Receptor
Transferrina Transcitosis mediada por receptor
Albuminas No especifico
Manosa-6-fosfato Receptor de manosa-6-fosfato
Manosa Receptores de manosa

Célula de Kupffer (KC, por sus

siglas en inglés) Fucosa Receptores de fucosa

Albuminas No especifico

Conjugados de manosa-albumina

Otros ejemplos de ligandos incluyen tintas, agentes intercalantes (por ejemplo, acridinas), reticulantes (por ejemplo,
psoraleno, mitomicina C), porfirinas (TPPC4, texafirina, safirina), hidrocarburos aromaticos policiclicos (por ejemplo,
fenacina, dihidrofenacina), endonucleasas artificiales (por ejemplo, EDTA), moléculas lipdfilas, por ejemplo,
colesterol, acido cdlico, acido acético adamantano, acido 1-pireno butirico, dihidrotestosterona, 1,3-bis-
O(hexadecil)glicerol, grupo geraniloxihexilo, hexadecilglicerol, borneol, mentol, 1,3-propanodiol, grupo heptadecilo,
acido palmitico, acido miristico, acido O3-(oleil)litocdlico, acido O3-(oleil)colénico, dimetoxitritilo o fenoxacina) y
conjugados de péptidos (por ejemplo, péptido Antennapedia, péptido Tat), agentes alquilantes, fosfato, amino,
mercapto, PEG (por ejemplo, PEG-40K), MPEG, [MPEG],, poliamino, alquilo, alquilo sustituido, marcadores de
radioetiquetado, enzimas, haptenos (por ejemplo, biotina), facilitadores del transporte/absorcion (por ejemplo,
aspirina, vitamina E, acido fdlico), ribonucleasas sintéticas (por ejemplo, imidazol, bisimidazol, histamina,
agrupaciones de imidazol, conjugados de acridina-imidazol, complejos Eu3+ de tetraazamacrociclos), dinitrofenilo,
HRP o AP.

Los ligandos pueden ser proteinas, por ejemplo, glucoproteinas, o péptidos, por ejemplo, moléculas que tienen una
afinidad especifica ante un co-ligando, o anticuerpos, por ejemplo, un anticuerpo que se une a un tipo de célula
especificada, tal como una célula cancerosa, una célula endotelial o una célula ésea. Los ligandos también pueden
incluir hormonas y receptores de hormonas. También pueden incluir especies no peptidicas, tales como lipidos,
lectinas, carbohidratos, vitaminas, cofactores, lactosa multivalente, galactosa multivalente, N-acetil-galactosamina,
N-acetil-glucosamina, manosa multivalente, fucosa multivalente o aptameros. El ligando puede ser, por ejemplo, un
lipopolisacarido, un activador de la p38 MAP cinasa o un activador de NF-kB

El ligando puede ser una sustancia, por ejemplo, un farmaco que puede aumentar la absorcion del agente ARNi en
la célula, por ejemplo, al alterar el citoesqueleto de la célula, por ejemplo, al alterar los microtibulos, microfilamentos
y/o filamentos intermedios de la célula. El farmaco puede ser, por ejemplo, taxén, vincristina, vinblastina,
citocalasina, nocodazol, japlaquinolida, latrunculina A, faloidina, swinholide A, indanocina o mioservina.

El ligando puede aumentar la absorcion del agente ARNi en la célula al activar, por ejemplo, una respuesta
inflamatoria. Ligandos de ejemplo que tendrian tal efecto incluyen el factor de necrosis tumoral alfa (TNFalfa),
interleucina-1 beta o interferén gamma.

En un aspecto, el ligando es un lipido o una molécula a base de lipido. Tal lipido o tal molécula a base de lipido se
une, preferentemente, a una proteina sérica, por ejemplo, albumina sérica humana (HSA). Un ligando de union a la
HSA permite la distribucion del conjugado a un tejido objetivo, por ejemplo, un tejido objetivo no renal del cuerpo.
Por ejemplo, el tejido objetivo puede ser el higado, que incluye las células parenquimales del higado. También se
pueden usar como ligandos otras moléculas que se pueden unir a la HSA. Por ejemplo, se puede usar neproxina o
aspirina. Un lipido o ligando a base de lipido puede (a) aumentar la resistencia a la degradacion del conjugado, (b)
aumentar el direccionamiento o transporte a una célula objetivo o membrana celular, y/o (c) puede ser usado para
ajustar la unién a una proteina sérica, por ejemplo, HSA.

Un ligando a base de lipido se puede usar para modular, por ejemplo, controlar la unién del conjugado a un tejido
objetivo. Por ejemplo, un lipido o ligando a base de lipido que se une a la HSA con mas fuerza sera menos probable
que sea dirigido al rifién y, por lo tanto, menos probable que se eliminado del cuerpo. Un lipido o un ligando a base
de lipido que se une a la HSA con menos fuerza se puede usar para dirigir el conjugado al rifién.

En una realizacion preferida, el ligando a base de lipido se une a HSA. Preferentemente, se une a HSA con una
afinidad suficiente como para que el conjugado se distribuya preferentemente a un tejido no renal. Sin embargo, se
prefiere que la afinidad no sea tan fuerte que el enlace HSA-ligando no pueda invertirse.
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En ofra realizacion preferida, el ligando a base de lipido se une a HSA de forma débil o no lo hace en absoluto, de
modo que el conjugado se distribuira preferentemente al rindn. También se pueden usar otros restos que se dirijan a
células renales en lugar de o en adicion del ligando a base de lipido.

En otro aspecto, el ligando es un resto, por ejemplo, una vitamina, que es absorbido por una célula objetivo por
ejemplo, una célula proliferativa. Estos son particularmente Utiles para tratar trastornos caracterizados por una
proliferacion celular no deseada, por ejemplo, de tipo maligno o no maligno, por ejemplo, células cancerosas.
Vitaminas de ejemplo incluyen las vitaminas A, E y K. Otras vitaminas de ejemplo incluyen la vitamina B, por
ejemplo, acido félico, B12, riboflavina, biotina, piridoxal u otras vitaminas o nutrientes absorbidos por las células
cancerosas. También se incluyen la HAS, la lipoproteina de baja densidad (LDL) y la lipoproteina de alta densidad
(HDL).

En ofro aspecto, el ligando es un agente de permeacion celular, preferentemente un agente helicoidal de
permeacion celular. Preferentemente, el agente es anfipatico. Un agente de ejemplo es un péptido tal como tat o
antennopedia. Si el agente es un péptido, puede ser modificado, que incluye un peptidiimimético, invertomeros,
enlaces no peptidicos o pseudopeptidicos, y el uso de D-aminoacidos. El agente helicoidal es, preferentemente, un
agente alfa-helicoidal, que preferentemente tiene una fase lipofilica y una lipofébica.

El ligando puede ser un péptido o un peptidomimético. Un peptidomimético (también denominado en la presente
memoria oligopeptidomimético) es una molécula capaz de plegarse en una estructura tridimensional definida similar
a un péptido natural. El resto peptidico o peptidomimético puede tener de aproximadamente 5-50 aminoacidos de
largo, por ejemplo, de aproximadamente 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 o 50 aminoacidos de largo (ver, por
ejemplo, la Tabla 8).

Tabla 8. Péptidos de permeacion celular de ejemplo.

Péptido de

permeacion Secuencia de aminoacidos Referencia

celular

Penetratina RQIKIWFQNRRMKWKK Derossi et al., J. Biol. Chem. 269:10444,

1994

Fragmento Tat
(48-60)

GRKKRRQRRRPPQC Ygge; et al., J. Biol. Chem., 272:16010,
Péptido a base de
secuencia senal

Chaloin et al., Biochem. Biophys. Res.

GALFLGWLGAAGSTMGAWSQPKKKRKV Commun., 243:601, 1998

Elmquist et al., Exp. Cell Res., 269:237,

PVEC LLIILRRRIRKQAHAHSK 2001

Transportan GWTLNSAGYLLKINLKALAALAKKIL Pooga et al., FASEB J., 12:67, 1998
peptidode KLALKLALKALKAALKLA Oehlke et al., Mol. Ther., 2:339, 2000
modelo anfifilico

Argg RRRRRRRRR Mitchell et al., J. Pept. Res., 56:318, 2000
Permeacion de la

pared celular KFFKFFKFFK

bacteriana

LL-37 LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRN

LVPRTES
c . SWLSKTAKKLENSAKKRISEGIAIAIQGGP
ecropina P1 R
. ACYCRIPACIAGERRYGTCIYQGRLWAFC
a-defensina C
b-defensina DHYNCVSSGGQCLYSACPIFTKIQGTCYR
GKAKCCK
Bactenecina RKCRIVVIRVCR
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Péptido de

permeacion Secuencia de aminoacidos Referencia

celular

PR-39 RRRPRPPYLPRPRPPPFFPPRLPPRIPPGFPP
RFPPRFPGKR-NH2

Indolicidina ILPWKWPWWPWRR-NH2

Un péptido o peptidomimético puede ser, por ejemplo, un péptido de permeacion celular, péptido catiénico, péptido
anfipatico, o péptido hidrofébico (por ejemplo, que consiste principalmente de Tyr, Trp o Phe). Un resto de péptido
puede ser un péptido de dendrimero, un péptido restringido o un péptido reticulado. En otra alternativa, el resto de
péptido puede incluir una secuencia de translocacion de membrana hidrofébica (MTS). Un péptido que contiene una
MTS hidrofébica de ejemplo es el RFGF que tiene la secuencia de aminoacidos AAVALLPAVLLALLAP. También
puede ser un resto de direccionamiento un analogo de RFGF (por ejemplo, la secuencia de aminoacidos
AALLPVLLAAP) que contiene una MTS hidrofébica. El resto peptidico puede ser un péptido de “administracion”, que
puede portar grandes moléculas polares que incluyen péptidos, oligonucleétidos y proteinas a través de las
membranas celulares. Por ejemplo, se ha descubierto que secuencias de la proteina Tat del VIH
(GRKKRRQRRRPPQ) y la proteina Antennapedia de la Drosophila (RQIKIWFQNRRMKWKK) son capaces de
funcionar como péptidos de administracion. Un péptido o peptidomimético puede estar codificado por una secuencia
aleatoria de ADN, tal como un péptido identificado a partir de una biblioteca de visualizacion de fagos, o de una
biblioteca combinatoria de un compuesto por soporte [one-bead-one-compound ] (OBOC) (Lam et al., Nature,
354:82-84, 1991). Preferentemente, el péptido o peptidomimético ligado a un agente ARNi mediante una unidad
monomeérica incorporada es un péptido de direccionamiento celular tal como un péptido de arginina-glicina-acido
aspartico (RGD) o un imitador de RGD. Un resto peptidico puede variar en longitud de aproximadamente 5
aminoacidos a aproximadamente 40 aminoacidos. Los restos peptidicos pueden tener una modificacién estructural,
tal como para aumentar la estabilidad o dirigir las propiedades conformacionales. Se pueden utilizar cualesquiera de
las modificaciones estructurales descritas mas adelante.

Un resto de péptido RGD se puede usar para dirigirse s una célula tumoral, tal como una célula tumoral endotelial o
una célula tumoral de cancer de mama (Zitzmann et al., Cancer Res., 62:5139-43, 2002). Un péptido RGD puede
facilitar el direccionamiento de un agente ARNi a tumores de una variedad de otros tejidos, que incluyen el pulmon,
rifidn, bazo o higado (Aoki et al., Cancer Gene Therapy 8:783-787, 2001). Preferentemente, el péptido RGD facilitara
el direccionamiento de un agente ARNi al rifién. El péptido RGD puede ser lineal o ciclico, y puede estar modificado,
por ejemplo, glicosilado o metilado para facilitar su direccionamiento a tejidos especificos. Por ejemplo, un péptido
RGD glicosilado puede administrar un agente ARNi a una célula tumoral que exprese avfs(Haubner et al., Jour.
Nucl. Med., 42:326-336, 2001).

Se pueden usar péptidos que se dirigen a marcadores enriquecidos en células proliferativas. Por ejemplo, los
péptidos y peptidomiméticos que contienen RGD se pueden dirigir a células cancerosas, en particular células que
presentan una integrina avB3. Por lo tanto, se podrian usar péptidos RGD, péptidos ciclicos que contienen RGD,
péptidos RGD que incluyen D-aminoacidos, asi como imitadores sintéticos de RGD. Ademas del RGD, se pueden
usar otros restos que se dirigen al ligando de integrina avf3. Generalmente, se pueden usar tales ligandos para
controlar las células proliferativas y la angiogénesis. Conjugados preferidos de este tipo son los ligandos que se
dirigen a PECAM-1, VEGF u otro gen de cancer, por ejemplo, un gen de cancer descrito en la presente memoria.

Un “péptido de permeacion celular’ es capaz de permear una célula, por ejemplo, una célula microbiana, tal como
una célula bacteriana o fungica, o una célula de mamifero, tal como una célula humana. Un péptido de permeacion
de una célula microbiana puede ser, por ejemplo, un péptido lineal a-helicoidal (por ejemplo, LL-37 o Ceropina P1),
un péptido que contiene un enlace disulfuro (por ejemplo, a -defensina, 3-defensina o bactenecina), o un péptido que
contiene solo uno o dos aminoacidos dominantes (por ejemplo, PR-39 o indolicidina). Un péptido de permeacion
celular también puede incluir una sefal de localizacién nuclear (NLS, por sus siglas en inglés). Por ejemplo, un
péptido de permeacioén celular puede ser un péptido anfipatico bipartito, tal como MPG, que deriva de un dominio
peptidico de fusion de gp41 del VIH-1 y la NLS del antigeno T grande del SV40 (Simeoni et al., Nucl. Acids Res.
31:2717-2724, 2003).

En una realizacién, un péptido dirigido ligado a un agente ARNi y/o al oligdmero portador puede ser un péptido a-
helicoidal anfipatico. Péptidos a-helicoidales anfipaticos de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, cecropinas,
licotoxinas, paradaxinas, buforina, CPF, péptido similar a la bombinina (BLP, por sus siglas en inglés), catelicidinas,
ceratotoxinas, péptidos S. clava, péptidos antimicrobianos intestinales del mixino (HFIAP, por sus siglas en inglés),
magaininas, brevininas-2, dermaseptinas, melitinas, pleurocidina, péptidos H2A, péptidos de Xenopus, esculentinas-
1y caerinas. Se considerara preferentemente una cantidad de factores para mantener la integridad de la estabilidad
helicoidal. Por ejemplo, se utilizara una cantidad maxima de restos de estabilizacion helicoidal (por ejemplo, leu, ala
o lys), y se utilizara una cantidad minima de restos de desestabilizacion de la helicoidal (por ejemplo, prolina o
unidades monoméricas ciclicas). Se considerara que el resto envolvente (por ejemplo, Gly es un resto de N-
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envoltura de ejemplo) y/o se puede usar amidacion en el extremo C para proporcionar un enlace H extra para
estabilizar la espiral. La formacion de puentes de sal entre restos con cargas opuestas, separados por las posiciones
i £ 3 0i 4 puede proporcionar estabilidad. Por ejemplo, los restos cationicos tal como lisina, arginina, homoarginina,
ornitina o histidina pueden formar puentes de sal con los restos anidnicos glutamato o aspartato.

Los ligandos peptidicos y peptidomiméticos incluyen los de origen natural o los péptidos modificados, por ejemplo,
péptidos D o L; péptidos a, B, o y; péptidos de N-metilo; azapéptidos; péptidos que tienen una o mas amidas, es
deci, péptido, enlaces reemplazados con uno o mas enlaces de urea, tiourea, carbamato o sulfonilo urea; o péptidos
ciclicos.

El ligando de direccionamiento puede ser cualquier ligando que sea capaz de dirigirse a un receptor especifico.
Ejemplos son: folato, GalNAc, galactosa, manosa, manosa-6P, agrupaciones de azlcares tales como una
agrupacion de GalNAc, agrupacion de manosa, agrupacion de galactosa o un aptamero. Una agrupacion es una
combinacién de dos o mas unidades de azucar. Los ligandos de acceso también incluyen ligandos receptores de
integrina, ligandos receptores de quimiocina, transferrina, biotina, ligandos receptores de serotonina, PSMA,
endotelina, GCPII, somatostatina, ligandos de LDL y HDL. Los ligandos también pueden estar basados en acido
nucleico, por ejemplo, un aptamero. El aptamero puede no estar modificado o tener cualquier combinacion de
modificaciones descritas en la presente memoria.

Los agentes de liberacion endosomal incluyen imidazoles, poli u oligoimidazoles, PEI, péptidos, péptidos
fusogénicos, policaboxilatos, poliacationes, oligo o poli cationes o aniones enmascarados, acetales, poliacetales,
cetales/policetales, ortoésteres, polimeros con cargas catidnicas o aniénicas enmascaradas o no enmascaradas,
dendrimeros con cargas catiénicas o anidnicas enmascaradas o no enmascaradas.

Modulador PK significa modulador farmacocinético. El modulador PK incluye lipofilos, acidos biliares, esteroides,
analogos de fosfolipido, péptidos, agentes de union a proteinas, PEG, vitaminas etc. El modulador PK de ejemplo
incluye, pero no se limitan a, colesterol, acidos grasos, acido cdlico, acido litocdlico, dialquilglicéridos,
diacilglicéridos, fosfolipidos, esfingolipidos, naproxeno, ibuprofeno, vitamina E, biotina etc. También se sabe que los
oligonucledtidos que comprenden varios enlaces de fosforotioato se unen a proteinas de suero, por lo tanto, los
oligonucledtidos cortos por ejemplo, oligonucledtidos de aproximadamente 5 bases, 10 bases, 15 bases o 20 bases,
que comprenden multiples enlaces de fosforotioato en la cadena principal también se describen en la presente
memoria como ligandos (por ejemplo, como ligandos de modulacion de PK).

Ademas, los aptameros que se unen a componentes séricos (por ejemplo, proteinas séricas) también se describen
en la presente memoria como ligandos de modulacién de PK.

Se describen otros ligandos en las patentes estadounidenses n.° 2005/0107325, 2005/0164235, y 2008-0255345, y
la patente estadounidense n.° 7.021.394, y 7.626.014.

Cuando hay presentes dos o mas ligandos, los ligandos pueden tener todos las mismas propiedades, tener todos
propiedades diferentes o algunos ligandos pueden tener las mismas propiedades mientras otros tienen propiedades
diferentes. Por ejemplo, un ligando puede tener propiedades de direccionamiento, tener actividad endosomolitica o
tener propiedades de modulacion de PK. En una realizacion preferida, todos los ligandos tienen propiedades
diferentes.

Los ligandos se pueden acoplar a los oligonucledtidos en varios lugares, por ejemplo, el extremo 3', el extremo 5',
y/o en una posicion interna. En realizaciones preferidas, el ligando se une a los oligonucleétidos a través de una
ligadura intermedia. El ligando o ligando ligado puede estar presente en un monémero cuando dicho monémero se
incorpora en la cadena en crecimiento. En algunas realizaciones, el ligando se puede incorporar mediante
acoplamiento a un monémero “precursor’ después de que dicho mondémero “precursor” ha sido incorporado en la
cadena en crecimiento. Por ejemplo, se puede incorporar un monémero que tiene, por ejemplo, una ligadura con
extremo amino (es decir, que no tiene ningun ligando asociado), por ejemplo, TAP-(CH2),NH2 en una cadena sentido
o antisentido en crecimiento En una operacién posterior es decir, después de la incorporacién del mondémero
precursor en la cadena, un ligando que tiene un grupo electrofilico, por ejemplo, un éster de pentafluorofenilo o un
grupo aldehido puede unirse subsiguientemente al monémero precursor al acoplar el grupo electrofilico del ligando
con el grupo nucleofilico terminal de la ligadura del monémero precursor.

Para oligonucledtidos de doble cadena los ligandos pueden estar unidos a una o ambas cadenas. En algunas
realizaciones, un agente ARNi de doble cadena contiene un ligando conjugado a la cadena sentido. En otras
realizaciones, un agente ARNi de doble cadena contiene un ligando conjugado a la cadena antisentido.

En algunas realizaciones, el ligando puede estar conjugado a nucleobases, restos de azicar o enlaces
internucleosidicos de moléculas de acido nucleico. La conjugacién a nucleobases de purina o de derivados de esta
puede producirse en cualquier posicion, que incluye atomos endociclicos y exociclicos. En algunas realizaciones, las
posiciones 2, 6, 7 u 8 de una nucleobase de purina estan unidas a un resto conjugado. La conjugacién con
nucleobases de pirimidina o de derivados de esta también puede ocurrir en cualquier posicion. En algunas
realizaciones, las posiciones 2, 5 y 6 de una nucleobase de pirimidina pueden ser sustituidas con un resto
conjugado. La conjugacion con restos de azucar de nucledsidos puede ocurrir en cualquier atomo de carbono.
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Atomos de carbono de ejemplo de un resto de azticar que se pueden unir a un resto conjugado incluyen los 4tomos
de carbono 2', 3'y 5'. La posicién 1' también se puede unir a un resto conjugado, tal como en un resto abasico. Los
enlaces internucleosidicos también pueden tener restos conjugados. Para enlaces que contienen fésforo (por
ejemplo, fosfodiéster, fosforotioato, fosforoditioato, fosforoamidato, y similares), el resto conjugado puede unirse
directamente al atomo de foésforo o a un atomo de O, N o S ligado al atomo de fésforo. Para enlaces
internucleosidicos que contienen amina o amida (por ejemplo, PNA), el resto conjugado se puede unir al atomo de
nitrégeno de la amina o la amida o a un atomo de carbono adyacente.

Hay numerosos métodos para preparar conjugados de compuestos oligoméricos. En general, un compuesto
oligomérico se une a un resto conjugado poniendo en contacto un grupo reactivo (por ejemplo, OH, SH, amina,
aldehido carboxilico y similares) del compuesto oligomérico con un grupo reactivo del resto conjugado. En algunas
realizaciones, un grupo reactivo es electrofilico y el otro es nucleofilico.

Por ejemplo, un grupo electrofilico puede ser una funcionalidad que contiene carbonilo y un grupo nucleofilico puede
ser una amina o tiol. Los métodos para la conjugacién de acidos nucleicos y compuestos oligoméricos relacionados
con y sin grupos de unién estan bien descritos en la bibliografia, tal como, por ejemplo, en Manoharan in Antisense
Research and Applications, Crookey LeBleu, eds., CRC Press, Boca Raton, Fla., 1993, Capitulo 17.

Las patentes estadounidenses representativas que describen la preparacion de conjugados de oligonucleétidos
incluyen, pero no se limitan a, las patentes estadounidenses n.° 4.828.979; 4.948.882; 5.218.105; 5.525.465;
5.541.313; 5.545.730; 5.552.538; 5.578. 717. 5.580,731; 5.580,731; 5.591.584; 5.109.124; 5.118.802; 5.138.045;
5.414.077; 5.486.603; 5.512.439; 5.578. 718; 5.608.046; 4.587.044; 4.605.735; 4.667.025; 4.762.779; 4.789.737;
4.824.941; 4.835.263; 4.876.335; 4.904. 582; 4.958.013; 5.082.830; 5.112.963; 5.214.136; 5.082.830; 5.112.963;
5.149.782; 5.214.136; 5.245.022; 5.254. 469; 5.258.506; 5.262.536; 5.272.250; 5.292.873; 5.317.098; 5.371.241.
5.391.723; 5.416.203. 5.451.463; 5.510, 475; 5.512.667; 5.514.785; 5.565.552; 5.567.810; 5.574.142; 5.585.481;
5.587.371; 5.595.726; 5.597.696; 5.599. 923; 5.599.928; 5.672.662; 5.688.941; 5.714.166; 6.153.737; 6.172.208;
6.300,319; 6.335.434; 6.335.437; 6.395. 437; 6.444.806; 6.486.308; 6.525.031; 6.528.631; y 6.559. 279.

Caracteristicas de particulas de acido nucleico-lipido

Se proporcionan métodos y composiciones para producir particulas de lipido-acido nucleico encapsulado en las que
los acidos nucleicos estan encapsulados dentro de una capa de lipidos. Tales particulas de acido nucleico-lipido,
que incorporan oligonucleétidos de ARNip, se categorizan mediante el uso de una variedad de parametros
biofisicos, que incluyen: (1) proporcion de farmaco respecto a lipido; (2) eficacia de encapsulacion; y (3) tamafo de
particula. Son deseables las proporciones elevadas de farmaco respecto a lipido, una alta eficacia en encapsulacion,
buena resistencia a la nucleasa y estabilidad sérica y un tamafo de particulas controlable, generalmente menor de
200 nm de diametro. Ademas, la naturaleza del polimero de acido nucleico es significativa, dado que la modificacion
de los acidos nucleicos en un esfuerzo por impartir resistencia a la nucleasa aumenta el costo de los productos
terapéuticos mientras que en muchos casos solo proporciona una resistencia limitada. A menos que se indique lo
contrario, estos criterios se calculan en la presente memoria de la siguiente manera:

La proporcién de farmaco respecto a lipido es la cantidad de acido nucleico en un volumen definido de preparacion
dividida entre la cantidad de lipido en el mismo volumen. Esto puede ser mol por mol, peso por peso o0 peso por mol.
Para formulaciones finales listas para su administracion, la proporcién de acido nucleico:lipido se calcula después de
que la didlisis, la cromatografia y la digestion de enzimas (por ejemplo, nucleasa) hayan sido empleadas para
eliminar cuanto mas acido nucleico externo sea posible.

La eficacia de la encapsulacion se refiere a la proporcién de farmaco respecto a lipido de la mezcla de partida
dividida entre la proporcion de farmaco respecto a lipido de la formulacion final lista para administracion. Esta es una
medida de eficacia relativa. Para una medida de eficacia absoluta, también se puede calcular la cantidad total de
acido nucleico agregada a la mezcla de partida que termina en la formulacion lista para administracion. También se
puede calcular la cantidad de lipido perdida durante el proceso de formulacion. La eficacia es una medida del
desperdicio y del gasto de la formulacion; y

el tamafio indica la dimension (diametro) de las particulas formadas. La distribuciéon de tamafos se puede
determinar mediante el uso de dispersién cuasi elastica de la luz (QELS) en un dimensionador de particulas
submicrométricas Nicomp Modelo 370, Se prefieren las particulas de menos de 200 nm para la distribucion a tejidos
neovascularizados (con fugas), tales como neoplasmas y sitios de inflamacion.

Composiciones farmacéuticas

Las particulas de lipidos de la presente invencion, particularmente cuando estan asociadas con un agente
terapéutico, se pueden volver a formular como una composicion farmacéutica, por ejemplo, que comprende ademas
un diluyente, excipiente, o portador farmacéuticamente aceptable, tal como solucion salina fisioldgica o amortiguador
de fosfato, que se selecciona de acuerdo con la via de administracion y practicas farmacéuticas estandar.

En realizaciones particulares, las composiciones farmacéuticas que comprenden las particulas de lipidos-acidos
nucleicos de la invencion se preparan de acuerdo con técnicas estandar y comprenden ademas un portador
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farmacéuticamente aceptable. Generalmente, se utilizara solucién salina normal como portador farmacéuticamente
aceptable. Otros portadores adecuados incluyen, por ejemplo, agua, agua amortiguada, solucién salina al 0,9 %,
glicina al 0,3 % y similares, que incluyen glicoproteinas para estabilidad aumentada, tales como albumina,
lipoproteina, globulina, etc. En composiciones que comprenden soluciéon salina u otros portadores que contienen sal,
el portador se afade preferentemente tras la formacion de la particula lipidica. Por lo tanto, luego de que se forman
las composiciones de lipido-acido nucleico, las composiciones se pueden diluir en portadores farmacéuticamente
aceptables, tales como solucién salina normal.

Las preparaciones farmacéuticas resultantes pueden esterilizarse mediante técnicas de esterilizacion
convencionales y conocidas. Las soluciones acuosas pueden luego envasarse para uso o filtrarse en condiciones
asépticas y liofilizarse, con la preparacion liofiizada combinada con una solucién acuosa estéril antes de su
administracion. Las composiciones pueden contener sustancias auxiliares farmacéuticamente aceptables que sean
necesarias para acercarse a las condiciones fisiologicas, tales como el ajuste de pH y agentes amortiguadores,
agentes de ajuste de tonicidad y similares, por ejemplo, acetato de sodio, lactato de sodio, cloruro de sodio, cloruro
de potasio, cloruro de calcio, etc. De manera adicional, la suspensioén lipidica puede incluir agentes protectores
lipidicos que protegen los lipidos de dafios peroxidativos de los lipidos y radicales libres durante el almacenamiento.
Son adecuados los inactivadores de radicales libres lipofilicos, tales como a-tocoferol y quelantes especificos de
hierro solubles en agua, tales como ferrioxamina.

La concentraciéon de particulas de lipidos o particulas de lipido-acido nucleico en las formulaciones farmacéuticas
puede variar ampliamente, es decir, de menos de aproximadamente 0,01 %, generalmente a o al menos
aproximadamente 0,05-5 % hasta del 10 al 30 % en peso y se seleccionara principalmente por los volumenes, las
viscosidades, etc., del fluido, de acuerdo con el modo particular de administracion seleccionado. Por ejemplo, se
puede aumentar la concentracion para disminuir la carga de fluido asociada con el tratamiento. Esto puede ser
particularmente deseable en pacientes que padecen hipertension grave o insuficiencia cardiaca congestiva asociada
con aterosclerosis. De manera alternativa, los complejos compuestos por lipidos irritantes se pueden diluir hasta
concentraciones bajas, para reducir la inflamacién en el lugar de administracion. En un grupo de realizaciones, el
acido nucleico tendra unida una etiqueta y sera usada para el diagnéstico (al indicar la presencia del acido nucleico
complementario). En este caso, la cantidad de complejos administrada dependera de la etiqueta particular usada,
del estado de la enfermedad que se diagnostica y del criterio del médico pero generalmente se encontrara entre
aproximadamente 0,01 y aproximadamente 50 mg por kilogramo de peso corporal, preferentemente entre
aproximadamente 0,1 y aproximadamente 5 mg/kg de peso corporal.

Como se menciond anteriormente, las particulas de lipido-agente terapéutico (por ejemplo, acido nucleico) descritas
en la presente memoria pueden incluir fosfolipidos modificados con polietilenglicol (PEG), lipidos modificados con
PEG-ceramida o con gangliosido Gu u otros lipidos eficaces para evitar o limitar la agregacion. La adicion de tales
componentes no impide meramente la agregacion de complejos. En vez, también puede proporcionar un medio para
aumentar la vida util en circulacién y aumentar la administracion de la composicion de lipido-acido nucleico a los
tejidos objetivo.

En la presente memoria también se describen composiciones de lipido-agente terapéutico en forma de kit.
Normalmente, el kit comprendera un recipiente que estara dividido en compartimentos para contener los varios
elementos del kit. El kit contendra las particulas o las composiciones farmacéuticas descritas en la presente
memoria, preferentemente en forma deshidratada o concentrada, con instrucciones para su rehidratacion o dilucién y
administracion. En determinadas realizaciones, las particulas comprenden el agente activo, mientras que en otras
realizaciones no lo comprenden.

Métodos de elaboraciéon

Los métodos y composiciones descritos en la presente memoria hacen uso de ciertos lipidos catiénicos, cuya
sintesis, preparacion y caracterizacion se describen mas adelante y en los Ejemplos adjuntos. Ademas, se describen
en la presente memoria métodos para preparar particulas lipidicas, que incluyen aquellas asociadas con un agente
terapéutico, por ejemplo, un acido nucleico. En los métodos descritos en la presente memoria, se combina una
mezcla de lipidos con una soluciéon acuosa amortiguada de acido nucleico para producir una mezcla intermedia que
contiene acido nucleico encapsulado en particulas de lipidos en donde los acidos nucleicos encapsulados estan
presentes en una proporcion de acido nucleico/lipido de aproximadamente 3 % en peso a aproximadamente 25 %
en peso, preferentemente 5 a 15 % en peso. La mezcla intermedia puede ser dimensionada opcionalmente para
obtener particulas de lipido-acido nucleico encapsulado en donde las partes de lipidos son vesiculas unilamelares,
que tienen preferentemente un diametro de 30 a 150 nm, mas preferentemente aproximadamente 40 a 90 nm. El pH
es luego elevado para neutralizar al menos una parte de las cargas superficiales en las particulas de lipidos- acidos
nucleicos, lo cual proporciona por lo tanto una composicion lipido-acido nucleico encapsulado al menos parcialmente
neutralizada en la superficie.

Tal como se describe anteriormente, varios de estos lipidos catiénicos son aminolipidos que estan cargados a un pH
por debajo del pK, del grupo amino y sustancialmente neutros a un pH por encima del pK,. Estos lipidos catidnicos
son denominados lipidos catidnicos valorables y se pueden usar en las formulaciones descritas en la presente
memoria usando un procedimiento en dos etapas. En primer lugar, se pueden formar vesiculas lipidicas al pH
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inferior con lipidos catiénicos valorables y otros componentes vesiculares en presencia de acidos nucleicos. De esta
manera, las vesiculas encapsularan y atraparan los acidos nucleicos. En segundo lugar, la carga superficial de las
vesiculas recién formadas se puede neutralizar mediante el aumento del pH del medio hasta un nivel por encima del
pKa de los lipidos cationicos valorables presentes, es decir, hasta el pH fisiologico o superior. Aspectos
particularmente ventajosos de este proceso incluyen tanto la eliminaciéon simple de cualquier acido nucleico
adsorbido en superficie como un vehiculo de distribucion del acido nucleico resultante que tiene una superficie
neutra. Se espera que los liposomas o particulas lipidicas que tienen una superficie neutra eviten la eliminacién
rapida de la circulacion y eviten determinadas toxicidades asociadas con las preparaciones de liposomas cationicos.
Se proporcionan detalles adicionales respecto a estos usos de tales lipidos catiénicos valorables en la formulacién
de particulas de acido nucleico-lipido en la patente estadounidense n° 6.287.591 y la patente estadounidense n°
6.858.225.

Cabe destacar ademas que las vesiculas formadas de esta manera proporcionan formulaciones de tamafo de
vesicula uniforme, con alto contenido de acidos nucleicos. Ademas, las vesiculas tienen un intervalo de tamano de
aproximadamente 30 a aproximadamente 150 nm, mas preferentemente de aproximadamente 30 a
aproximadamente 90 nm.

Sin pretender estar limitado por ninguna teoria particular, se cree que la muy alta eficacia de la encapsulacion del
acido nucleico es un resultado de la interaccion electrostatica a pH bajo. A pH acido (por ejemplo pH 4.0), la
superficie de la vesicula se carga y se une a una parte de los acidos nucleicos a través de interacciones
electrostaticas. Cuando el amortiguador acido externo es intercambiado por un amortiguador mas neutro (por
ejemplo, pH 7.5), la superficie de la particula lipidica o liposoma es neutralizada, lo cual permite que cualquier acido
nucleico externo sea eliminado. Informacién mas detallada sobre el proceso de la formulacién se proporciona en
varias publicaciones (por ejemplo, la patente estadounidense n° 6.287.591 y la patente estadounidense n°
6.858.225).

Conforme a lo anterior, se describen en la presente memoria métodos para preparar formulaciones de lipido/acido
nucleico. En los métodos descritos en la presente memoria, se combina una mezcla de lipidos con una solucién
acuosa amortiguada de acido nucleico para producir una mezcla intermedia que contiene acido nucleico
encapsulado en particulas de lipidos, por ejemplo, en donde los acidos nucleicos encapsulados estan presentes en
una proporcion de acido nucleico/lipido de aproximadamente 10 % en peso a aproximadamente 20 % en peso. La
mezcla intermedia puede ser dimensionada opcionalmente para obtener particulas de lipido-acido nucleico
encapsulado en donde las partes de lipidos son vesiculas unilamelares, que tienen preferentemente un diametro de
30 a 150 nm, mas preferentemente aproximadamente 40 a 90 nm. El pH es luego elevado para neutralizar al menos
una parte de las cargas superficiales en las particulas de lipidos- acidos nucleicos, lo cual proporciona por lo tanto
una composicion lipido-acido nucleico encapsulado al menos parcialmente neutralizada en la superficie.

En ciertas realizaciones, la mezcla de lipidos incluye al menos dos componentes de lipido: un primer componente de
lipido descrito en la presente memoria que se selecciona entre lipidos que tienen un pK, tal que el lipido es catiénico
a un pH por debajo del pKs y neutro a un pH por encima del pKs, y un segundo componente de lipido que se
selecciona entre lipidos que impiden la agregacion de particulas durante la formacion de la particula de lipido-acido
nucleico. En realizaciones particulares, el aminolipido es un lipido catiénico novedoso descrito en la presente
memoria.

En la preparacioén de las particulas de acido nucleico-lipido descritas en la presente memoria, la mezcla de lipidos es
tipicamente una solucién de lipidos en un solvente organico. Esta mezcla de lipidos puede ser entonces secada para
formar una pelicula delgada o ser liofilizada para formar un polvo antes de ser hidratada con un amortiguador
acuoso para formar liposomas. Alternativamente, en un método preferido, la mezcla de lipido se puede solubilizar en
un alcohol miscible en agua, tal como etanol, y esta solucidon etandlica se agrega a un amortiguador acuoso que
tiene como resultado la formacion espontanea de liposomas. En la mayoria de las realizaciones, el alcohol se usa en
la forma en que esta disponible comercialmente. Por ejemplo, el etanol se puede usar como etanol absoluto (100 %),
o como etanol al 95 %, siendo agua lo restante. Este método se describe con mayor detalle en la patente
estadounidense n° 5.976.567).

En una realizacion de ejemplo, la mezcla de lipidos es una mezcla de lipidos catiénicos, lipidos neutros (diferentes
de un lipido catiénico), un esterol (por ejemplo, colesterol) y un lipido modificado por PEG (por ejemplo, un PEG-
DMG o PEG-DMA) en un solvente de alcohol. En realizaciones preferidas, la mezcla de lipidos consiste
esencialmente en un lipido catiénico, un lipido neutro, colesterol y un lipido modificado por PEG en alcohol, mas
preferentemente etanol. En realizaciones preferidas adicionales, la primera solucién consiste en la mezcla de lipidos
anterior en proporciones molares de aproximadamente 20-70 % lipido catiénico:5-45 % lipido neutro:20-55 %
colesterol:0,5-15 % lipido modificado con PEG. En otras realizaciones adicionales preferidas, la primera solucion
consiste esencialmente en una mezcla de lipidos catiénicos elegidos de las Tablas 1-4 y la Tabla 9, DSPC, Chol y
PEG-DMG o PEG-DMa, mas preferentemente en una proporciéon molar de aproximadamente 20-60 % lipido
catiénico:5-25 % DSPC:25-55 % Chol:0,5-15 % PEG-DMG o PEG-DMA. En realizaciones particulares, la relacion de
lipido molar es aproximadamente 40/10/40/10 (% molar de lipido catidonico/DSPC/Chol/PEG-DMG o PEG-DMA),
35/15/40/10 (% molar de lipido cationico/DSPC/Chol/PEG-DMG o PEG-DMA) o 52/13/30/5 (% molar de lipido
cationico/DSPC/Chol/PEG-DMG o PEG-DMA). En otro grupo de realizaciones preferidas, el lipido neutro en estas
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composiciones es reemplazado con POPC, DPPC, DOPE o SM.

De acuerdo con la invencion, la mezcla de lipido se combina con una solucidon acuosa amortiguada que puede
contener los acidos nucleicos. La solucion acuosa amortiguada es tipicamente una solucion en la que el
amortiguador tiene un pH inferior al pK, del lipido protonable en la mezcla de lipidos. Ejemplos de amortiguadores
adecuados incluyen citrato, fosfato, acetato y MES. Un amortiguador particularmente preferido en el amortiguador de
citrato. Los amortiguadores preferidos se encontraran en el intervalo de 1-1000 mM del anion, que depende de la
quimica del acido nucleico que se encapsula, y la optimizacion de la concentracion del amortiguador puede ser
significativa para lograr niveles de carga elevados, (ver, por ejemplo, la patente estadounidense n° 6.287.591 y la
patente estadounidense n° 6.858.225. De manera alternativa, puede ser Util el agua pura acidificada hasta un pH de
5-6 con cloruro, sulfato o similares. En este caso, puede ser adecuado agregar glucosa al 5 %, u otro soluto no
iénico que equilibrara el potencial osmoético a través de la membrana de particulas cuando las particulas son
dializadas para eliminar el etanol, aumentar el pH, o mezclar con un portador farmacéuticamente aceptable tal como
solucién salina normal. La cantidad de acido nucleico en el amortiguador puede variar, pero tipicamente sera de
aproximadamente 0,01 mg/mL a aproximadamente 200 mg/mL, mas preferentemente de aproximadamente 0,5
mg/mL a aproximadamente 50 mg/mL.

La mezcla de lipidos y la solucidon acuosa amortiguada de acidos nucleicos terapéuticos se combina para
proporcionar una mezcla intermedia. La mezcla intermedia es tipicamente una mezcla de particulas de lipidos que
tienen acidos nucleicos encapsulados. De manera adicional, la mezcla intermedia también puede contener cierta
parte de acidos nucleicos que estan unidos a la superficie de las particulas de lipidos (liposomas o vesiculas
lipidicas) debido a la atraccion iénica de los acidos nucleicos cargados negativamente y los lipidos cargados
positivamente en la superficie de la particula lipidica (los aminolipidos u otros lipidos que forman el primer
componente lipidico protonable estan cargados positivamente en un amortiguador que tiene un pH inferior al pK, del
grupo protonable en el lipido). En un grupo de realizaciones preferidas, la mezcla de lipidos es una solucion de
alcohol de lipidos y los volumenes de cada una de las soluciones se ajusta para que luego de la combinacion, el
contenido de alcohol resultante sea de aproximadamente 20 % en volumen a aproximadamente 45 % en volumen.
El método para combinar las mezclas puede incluir cualquiera de una variedad de procesos, que generalmente
dependen de la escala de la formulacion producida. Por ejemplo, cuando el volumen total es de aproximadamente
10-20 mL o menos, las soluciones se pueden combinar en un tubo de ensayo y ser agitadas juntas mediante el uso
de un mezclador de voértex. Los procesos a gran escala se pueden llevar a cabo en instrumental de vidrio a escala
de produccién adecuada.

Opcionalmente, los complejos de lipido-agente terapéutico encapsulado (por ejemplo, acido nucleico) que se
producen al combinar la mezcla lipidica y la solucién acuosa amortiguada de agentes terapéuticos (acidos nucleicos)
se pueden dimensionar para lograr una rango de tamafios deseados y una distribucion relativamente estrecha de
tamafnos de particulas de lipidos. Preferentemente, las composiciones proporcionadas en la presente memoria
estaran dimensionadas hasta un diametro medio de aproximadamente 70 a aproximadamente 200 nm, mas
preferentemente aproximadamente 90 a aproximadamente 130 nm. Existen varias técnicas para adaptar el tamafio
de los liposomas a un tamafo deseado. Un método para adaptar el tamafio se describe en la patente
estadounidense n° 4.737.323. La sonicacion de una suspension de liposomas ya sea mediante sonicacion de sonda
o bafio produce una reducciéon de tamafio progresiva hasta lograr vesiculas unilamelares pequefias (SUV, por sus
siglas en inglés) con un tamafio menor que aproximadamente 0,05 micrones. La homogeneizacion es otro método
que utiliza energia de cizallamiento para fragmentar liposomas grandes en liposomas mas pequefios. En un
procedimiento de homogeneizacion tipico, las vesiculas multilamelares se hacen circular nuevamente a través de un
homogeneizador de emulsién estandar hasta que se observan los tamarios de liposomas seleccionados, tipicamente
entre aproximadamente 0,1 y aproximadamente 0,5 micrones. En ambos métodos, la distribucion del tamafio de
particula se puede controlar mediante determinacion de tamafio de particulas con haz de laser convencional. Para
determinados métodos en la presente memoria, se usa la extrusion para obtener un tamafo de vesiculas uniforme.

La extrusién de composiciones de liposomas a través de una membrana de policarbonato de poros pequefios o de
una membrana de ceramica asimétrica tiene como resultado una distribucién por tamafos relativamente bien
definida. Tipicamente, la suspension se hace pasar por la membrana una o mas veces hasta que se logra la
distribucion de tamafio de complejo de liposomas deseado. Los liposomas se pueden extrudir a través de
membranas con poros sucesivamente mas pequefos, para lograr una reduccién gradual del tamafio de los
liposomas. En algunos casos, las composiciones de lipido-acido nucleico que se forman pueden ser usadas sin
ningun dimensionamiento.

En realizaciones particulares, los métodos descritos en la presente memoria comprenden ademas una etapa de
neutralizacion de al menos algunas de las cargas superficiales en las partes lipidicas de las composiciones de lipido-
acido nucleico. Al neutralizar al menos parcialmente las cargas superficiales, el acido nucleico no encapsulado se
libera de la superficie de la particula de lipido y se puede eliminar de la composicién mediante el uso de técnicas
convencionales. Preferentemente, los acidos nucleicos no encapsulados y adsorbidos en la superficie son
eliminados de las composiciones resultantes mediante intercambio de soluciones amortiguadoras. Por ejemplo, el
reemplazo de un amortiguador de citrato (pH de aproximadamente 4.0, usado para formar las composiciones) con
una soluciéon salina amortiguada con HEPES (pH de HBS de aproximadamente 7.5) tiene como resultado la
neutralizacion de la superficie de liposomas y la liberacion del acido nucleico de la superficie. A continuacion, el
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acido nucleico liberado puede ser eliminado mediante cromatografia usando métodos estandar, y luego ser
cambiado a un amortiguador con un pH por encima del pKj del lipido usado.

Opcionalmente, las vesiculas lipidicas (es decir, las particulas lipidicas) se pueden formar mediante hidratacion en
un amortiguador acuoso y ser dimensionadas mediante el uso de cualquiera de los métodos descritos anteriormente
antes de la adicion del acido nucleico. Tal como se describe anteriormente, el amortiguador acuoso deberia ser de
un pH inferior al pKs del aminolipido. Se puede agregar una solucion de los acidos nucleicos a estas vesiculas
preformadas dimensionadas. Para permitir la encapsulacion de los acidos nucleicos en tales vesiculas
“preformadas”, la mezcla deberia contener un alcohol, tal como etanol. En el caso del etanol, deberia estar presente
a una concentracion de aproximadamente 20 % (p/p) a aproximadamente 45 % (p/p). Ademas, puede que sea
necesario calentar la mezcla de vesiculas preformadas y acido nucleico en la mezcla de amortiguador acuoso-etanol
hasta una temperatura de aproximadamente 25 °C a aproximadamente 50°C, dependiendo de la composicién de las
vesiculas lipidicas y de la naturaleza del acido nucleico. Sera evidente para un experto en la técnica que para que la
optimizacion del proceso de encapsulacion logre un nivel deseado de acido nucleico en las vesiculas lipidicas se
requerira de manipulacion de variables tales como la concentracion del etanol y la temperatura. Se proporcionan
ejemplos de condiciones adecuadas para la encapsulacion de acidos nucleicos en los Ejemplos. Una vez que los
acidos nucleicos estan encapsulados dentro de las vesiculas preformadas, puede aumentarse el pH externo hasta
neutralizar al menos parcialmente la carga superficial. Los acidos nucleicos no encapsulados y adsorbidos en la
superficie pueden ser eliminados tal como se ha descrito anteriormente.

Método de uso

Las particulas de lipidos de la presente invencion se pueden usar para administrar un agente terapéutico a una
célula, in vitro o in vivo. En realizaciones particulares, el agente terapéutico es un acido nucleico, que se administra a
una célula usando una particula de acido nucleico-lipido de la presente invencion.. Mientras que la siguiente
descripcion de varios métodos de uso de las particulas lipidicas y composiciones farmacéuticas relacionadas de la
presente invencion esta ejemplificada por la descripcion relacionada con las particulas de acido nucleico-lipido, se
entiende que estos métodos y composiciones pueden ser adaptadas facilmente para la administracion de cualquier
agente terapéutico para el tratamiento de cualquier trastorno o enfermedad que se beneficiaria de tal tratamiento.

En determinadas realizaciones, se describen en la presente memoria métodos para introducir un acido nucleico en
una célula. Los acidos nucleicos preferidos para su introduccion en células son el ARNip, oligonucledtidos
estimulantes del sistema inmunitario, plasmidos, antisentido y ribozimas. Estos métodos se pueden llevar a cabo
poniendo en contacto las particulas o composiciones descritas en la presente memoria con las células durante un
periodo de tiempo suficiente para que se produzca la administracién intracelular.

Las composiciones descritas en la presente memoria se pueden absorber en casi cualquier tipo de célula Una vez
adsorbidas, las particulas de acido nucleico-lipido pueden ingerirse mediante endocitosis a través de una parte de
las células, intercambiar lipidos con las membranas celulares o fusionarse con las células. La transferencia o
incorporacion de la parte de acido nucleico del complejo puede suceder a través de cualquiera de estas vias. Sin
pretender estar limitado con respecto al alcance de la descripcidon, se cree que en el caso de las particulas
absorbidas en la célula mediante endocitosis, las particulas luego interactdan con la membrana endosomal, lo cual
tiene como resultado la desestabilizacién de la membrana endosomal, posiblemente por la formaciéon de capas no
bicapas, lo cual tiene como resultado la introduccién del acido nucleico encapsulado en el citoplasma celular. De
modo similar, en el caso de la fusion directa de las particulas con la membrana de plasma celular, cuando ocurre la
fusion, la membrana liposomal se integra en la membrana celular y el contenido del liposoma se combina con el
fluido intracelular. El contacto entre las células y las composiciones de lipido-acido nucleico, cuando se lleva a cabo
in vitro, se realizara en un medio biolégicamente compatible. La concentracién de las composiciones puede variar
ampliamente dependiendo de la aplicacion particular, pero es generalmente entre aproximadamente 1 pmol y
aproximadamente 10 mmol. En determinadas realizaciones, el tratamiento de las células con las composiciones de
lipido-acido nucleico generalmente se llevara a cabo a temperaturas fisioldgicas (aproximadamente 37 °C) por
periodos de tiempo de aproximadamente 1 a 24 horas, preferentemente de aproximadamente 2 a 8 horas. Para las
aplicaciones in vitro, la administracion de acidos nucleicos puede realizarse a cualquier célula de cultivo, ya sea de
origen animal o vegetal, vertebrado o invertebrado y de cualquier tejido o tipo. En realizaciones preferidas, las
células seran células animales, mas preferentemente células de mamifero, y mas preferentemente células humanas.

En un grupo de realizaciones, una suspension de particulas de lipido-acido nucleico se agrega a células en placas
con 60-80 % de confluencia que tienen una densidad celular de aproximadamente 10° a aproximadamente 10°
células/miL, mas preferentemente aproximadamente 2 x 10* células/mL. La concentracion de la suspension
agregada a las células es preferentemente de aproximadamente 0,01 a 20 ug/mL, mas preferentemente
aproximadamente 1 pg/mL.

En otra realizacion, las particulas de lipidos descritas en la presente se pueden usar para administrar un acido
nucleico o una linea celular (por ejemplo, una linea celular tumoral). Los ejemplos no taxativos de tales lineas
celulares incluyen: HELA (n.° de cat ATCC: CCL-2), KB (n.° de cat ATCC: CCL-17), HEP3B (n.° de cat ATCC: HB-
8064), SKOV-3 (n.° de cat ATCC: HTB-77), HCT-116 (n.° de cat ATCC: CCL-247), HT-29 (n.° de cat ATCC: HTB-
38), PC-3 (n.° de cat ATCC: CRL-1435), A549 (n.° de cat ATCC: CCL-185), MDA-MB-231 (n.° de cat ATCC: HTB-
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26).

Las aplicaciones tipicas incluyen usar procedimientos conocidos para proporcionar administracion intracelular de
ARNip para inactivar o silenciar objetivos celulares especificos. De manera alternativa, las aplicaciones incluyen la
administracion de secuencias de ADN o ARNm que codifican polipéptidos terapéuticamente utiles. De esta manera,
se proporciona una terapia para enfermedades genéticas mediante el suministro de productos de genes deficientes
o ausentes (es decir, para la distrofia de Duchenne, ver Kunkel, et al., Brit. Med. Bull. 45(3):630-643 (1989), y para la
fibrosis quistica, ver Goodfellow, Nature 341:102-103 (1989)). Otros usos para las composiciones descritas en la
presente memoria incluyen la introduccion de oligonucleétidos antisentido en células (ver Bennett, et al., Mol. Pharm.
41:1023-1033 (1992)).

De manera alternativa, las composiciones descritas en la presente memoria también se pueden usar para
administrar acidos nucleicos a células in vivo, mediante el uso de métodos que son conocidos por los expertos en la
técnica. Con respecto a la administracion de las secuencias de ADN o ARNm, Zhu, et al., Science 261:209-211
(1993), describe la administracion intravenosa de un plasmido de expresion de citomegalovirus (CMV)- cloranfenicol
acetiltransferasa (CAT) mediante el uso de complejos DOTMA-DOPE. Hyde, et al., Nature 362:250-256 (1993),
describe la administracion del gen regulador de la conductancia transmembrana de la fibrosis quistica (CFTR) a
epitelios de la via aérea y a los alveolos en el pulmén de ratones, usando liposomas. Brigham, et al., Am. J. Med.
Sci. 298:278-281 (1989), que se incorpora a la presente memoria mediante referencia, describe la transfeccion in
vivo de pulmones de ratones con un gen procariotico funcional que codifica la enzima intracelular, cloranfenicol
acetiltransferasa (CAT). Por lo tanto, las composiciones descritas en la presente memoria pueden ser usadas en el
tratamiento de enfermedades infecciosas.

Para la administracién in vivo, las composiciones farmacéuticas se pueden administrar preferentemente de forma
parenteral, es decir, intraarticular, intravenosa, intraperitoneal, subcutanea o intramuscular. En realizaciones
particulares, las composiciones farmacéuticas se administran por via intravenosa o intraperitoneal mediante una
inyeccion en bolo. Por ejemplo, ver Stadler, et al., la patente estadounidense n.° 5.286.634 La administracion de
acido nucleico intracelular también ha sido mencionada en Straubringer, et al., Methods in Enzymology, Academic
Press, Nueva York. 101:512-527 (1983); Mannino, et al., Biotechniques 6:682-690 (1988); Nicolau, et al., Crit. Rev.
Ther. Drug Carrier Syst. 6:239-271 (1989), y Behr, Acc. Chem. Res. 26:274-278 (1993). Aun otros métodos para
administrar terapéuticos a base de lipidos se describen en, por ejemplo, Rahman et al., patente estadounidense n.°
3.993.754; Sears, patente estadounidense n.° 4.145.410; Papahadjopoulos et al., patente estadounidense n.°
4.235.871; Schneider, patente estadounidense n.° 4.224.179; Lenk et al., patente estadounidense n.° 4.522.803; y
Fountain et al., patente estadounidense n.° 4.588.578.

En otros métodos, las preparaciones farmacéuticas se pueden poner en contacto con el tejido objetivo mediante
aplicaciéon directa de la preparacion al tejido. La aplicacion se puede realizar mediante procedimientos tépicos
“abiertos” o “cerrados”. Por “tépico” se quiere decir que la aplicaciéon directa de la preparacion farmacéutica a un
tejido expuesto al entorno, tal como la piel, la orofaringe, el canal auditivo externo y similares. Procedimientos
“abiertos” son aquellos procedimientos que incluyen la incision de la piel de un paciente y visualizar directamente el
tejido subyacente al que se aplican las preparaciones farmacéuticas. Esto se logra generalmente mediante un
procedimiento quirurgico, tal como una toracotomia para tener acceso a los pulmones, una laparotomia abdominal
para tener acceso a las visceras abdominales, u otro enfoque quirirgico directa al tejido objetivo. Los
procedimientos “cerrados” son procedimientos invasivos en los que los tejidos objetivo internos no son directamente
visualizados, sino que se accede a estos mediante la insercién de instrumentos a través de pequefias heridas en la
piel. Por ejemplo, las preparaciones pueden ser administradas al peritoneo mediante lavado con aguja. Asimismo,
las preparaciones farmacéuticas se pueden administrar a las meninges o a la médula espinal por infusién durante
una puncion lumbar seguida por la colocacion apropiada del paciente tal como se practica comunmente para la
anestesia raquidea o la imaginologia de la médula espinal con metrazamida. De manera alternativa, las
preparaciones se pueden administrar a través de dispositivos endoscopicos.

Las composiciones de lipido-acido nucleico también se pueden administrar en un aerosol inhalado a los pulmones
(ver Brigham, et al., Am. J. Sci. 298(4):278-281 (1989)) o por inyeccioén directa en el sitio de la enfermedad (Culver,
Human Gene Therapy, MaryAnn Liebert, Inc., Publishers, Nueva York. pp.70-71 (1994)).

Los métodos descritos en la presente memoria se pueden poner en practica en una variedad de hospedadores. Los
hospedadores preferidos incluyen especies de mamiferos, tales como seres humanos, primates no humanos,
perros, gatos, ganado vacuno, caballos, ovejas y similares.

Las dosificaciones para las particulas de lipido-agente terapéutico descritas en la presente memoria dependeran de
la proporcién del agente terapéutico respecto al lipido y de la opinién del médico administrador basada en la edad,
peso y estado del paciente.

En una realizacion, en la presente memoria se describe un método para modular la expresién de un polinucleétido o
polipéptido objetivo. Estos métodos generalmente comprenden poner en contacto una célula con una particula
lipidica descrita en la presente memoria que esta asociada con un acido nucleico capaz de modular la expresién de
un polinucleodtido o polipéptido objetivo. Tal como se usa en la presente memoria, el término “modular” se refiere a la
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alteracion de la expresion de un polinucledtido o polipéptido objetivo. En realizaciones diferentes, la modulacion
puede implicar aumentar o potenciar, o puede implicar disminuir o reducir. Métodos para medir el nivel de expresién
de un polinucledtido o polipéptido objetivo se conocen y estan disponibles en la técnica, e incluyen, por ejemplo,
métodos que emplean la reaccidon en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR) y técnicas
inmunohistoquimicas. En realizaciones particulares, el nivel de expresion de un polinucleétido o polipéptido objetivo
es aumentado o reducido en al menos 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 % o mas de un 50 % en comparacién con un
valor de control apropiado.

Por ejemplo, si se desea una expresion aumentada de un polipéptido, el acido nucleico puede ser un vector de
expresion que incluya un polinucledétido que codifica el polipéptido deseado. Por otro lado, si se desea una expresion
reducida de un polinucleétido o polipéptido, entonces el acido nucleico puede ser, por ejemplo, un oligonucleétido
antisentido, un ARNip o un microARN que comprenda una secuencia de polinucleétidos que se hibrida
especificamente a un polinucledtido que codifica el polipéptido objetivo, alternado de ese modo la expresion del
polinucledtido o polipéptido objetivo. De manera alternativa, el acido nucleico puede ser un plasmido que expresa tal
ARNip, microARN u oligonucleétido antisentido.

En una realizacién particular, en la presente memoria se describe un método para modular la expresiéon de un
polipéptido por parte de una célula, que comprende proporcionar a una célula una particula lipidica que consiste o
consiste esencialmente en una mezcla de lipidos catiénicos elegidos de los lipidos descritos en las Tablas 1-4 y la
Tabla 9, DSPC, Chol y PEG-DMG o PEG-DMA, por ejemplo, en una relacion molar de aproximadamente 20-60 % de
lipido cationico: 5-25 % DSPC:25-55 % Chol:0,5-15 % PEG-DMG o PEG-DMA, donde la particula de lipido esta
asociada con un acido nucleico capaz de modular la expresion del polipéptido. En realizaciones particulares, la
relacion de lipido molar es aproximadamente 40/10/40/10 (% molar de lipido catidnico/DSPC/Chol/PEG-DMG o
PEG-DMA), 35/15/40/10 (% molar de lipido catiénico/DSPC/Chol/PEG-DMG o PEG-DMA) o 52/13/30/5 (% molar de
lipido catiénico/DSPC/Chol/PEG-DMG o PEG-DMA). En otro grupo de realizaciones, el lipido neutro en estas
composiciones es reemplazado con POPC, DPPC, DOPE o SM.

En realizaciones particulares, el agente terapéutico se selecciona de un ARNip, un microARN, un oligonucleétido
antisentido y un plasmido capaz de expresar un ARNip, un microARN o un oligonucleétido antisentido, y donde el
ARNip, el microARN o el ARN antisentido comprende un polinucleétido que se une especificamente a un
polinucleétido que codifica el polipéptido, o un complemento de este, de modo que se reduzca la expresion del
polipéptido.

En otras realizaciones, el acido nucleico es un plasmido que codifica el polipéptido o una variante funcional o un
fragmento de este, de modo que aumente la expresion del polipéptido o de la variante funcional o el fragmento de
este.

En realizaciones relacionadas, se describe en la presente un método para tratar una enfermedad o trastorno
caracterizado por la sobreexpresién de un polipéptido en un sujeto, que comprende proporcionarle al sujeto una
composicion farmacéutica descrita en la presente memoria, en donde el agente terapéutico se selecciona de un
ARNip, un microARN, un oligonucledétido antisentido, y un plasmido capaz de expresar un ARNip, un microARN, o un
oligonucledtido antisentido, y donde el ARNip, microARN, o ARN antisentido comprende un polinucleétido que se
une especificamente a un polinucleétido que codifica el polipéptido o un complemento de este.

En una realizaciéon, la composicion farmacéutica comprende una particula de lipido que consiste en o consiste
esencialmente en una mezcla de lipidos catidnicos elegidos de lipidos descritos en las Tablas 1-4 y la Tabla 9,
DSPC, Chol, y PEG-DMG o PEG-DMA, por ejemplo, en una relacion molar de aproximadamente 20-60 % de lipido
cationico: 5-25 % DSPC:25-55 % Chol:0,5-15 % PEG-DMG o PEG-DMA, donde la particula de lipido esta asociada
con el acido nucleico terapéutico. En realizaciones particulares, la relacion de lipido molar es aproximadamente
40/10/40/10 (% molar de lipido catiénico/DSPC/Chol/PEG-DMG o PEG-DMA), 35/15/40/10 (% molar de lipido
cationico/DSPC/Chol/PEG-DMG o PEG-DMA) o 52/13/30/5 (% molar de lipido catiénico/DSPC/Chol/PEG-DMG o
PEG-DMA). En otro grupo de realizaciones, el lipido neutro en estas composiciones es reemplazado con POPC,
DPPC, DOPE o SM.

En otra realizacion relacionada, en la presente memoria se describe un método de tratamiento de un trastorno o
enfermedad caracterizado por la subexpresion de un polipéptido en un sujeto, que comprende proporcionarle al
sujeto una composicion farmacéutica descrita en la presente memoria, en donde el agente terapéutico es un
plasmido que codifica el polipéptido o una variante funcional o un fragmento de este.

En una realizaciéon, la composicion farmacéutica comprende una particula de lipido que consiste en o consiste
esencialmente en una mezcla de lipidos catidnicos elegidos de lipidos descritos en las Tablas 1-4 y la Tabla 9,
DSPC, Chol, y PEG-DMG o PEG-DMA, por ejemplo, en una relacion molar de aproximadamente 20-60 % de lipido
cationico: 5-25 % DSPC:25-55 % Chol:0,5-15 % PEG-DMG o PEG-DMA, donde la particula de lipido esta asociada
con el acido nucleico terapéutico. En realizaciones particulares, la relacion de lipido molar es aproximadamente
40/10/40/10 (% molar de lipido catiénico/DSPC/Chol/PEG-DMG o PEG-DMA), 35/15/40/10 (% molar de lipido
cationico/DSPC/Chol/PEG-DMG o PEG-DMA) o 52/13/30/5 (% molar de lipido catiénico/DSPC/Chol/PEG-DMG o
PEG-DMA). En otro grupo de realizaciones, el lipido neutro en estas composiciones es reemplazado con POPC,
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DPPC, DOPE o SM.

Se describe adicionalmente en la presente memoria un método para inducir una respuesta inmunitaria en un sujeto,
que comprende proporcionarle al sujeto la composicion farmacéutica descrita en la presente, donde el agente
terapéutico es un oligonucleétido inmunoestimulador. En determinadas realizaciones, la respuesta inmunitaria es
una respuesta inmunitaria humoral o mucosal. En una realizacién, la composiciéon farmacéutica comprende una
particula de lipido que consiste en o consiste esencialmente en la mezcla de lipidos cationicos elegidos de lipidos
descritos en la Tabla 1-4 y la Tabla 9, DSPC, Chol y PEG-DMG o PEG-DMA, por ejemplo, en una proporciéon molar
de aproximadamente 20-60 % de lipido catidnico: 5-25 % DSPC:25-55 % Chol:0,5-15 % PEG-DMG o PEG-DMA,
donde la particula de lipido esta asociada con el acido nucleico terapéutico. En realizaciones particulares, la relaciéon
de lipido molar es aproximadamente 40/10/40/10 (% molar de lipido catidonico/DSPC/Chol/PEG-DMG o PEG-DMA),
35/15/40/10 (% molar de lipido cationico/DSPC/Chol/PEG-DMG o PEG-DMA) o 52/13/30/5 (% molar de lipido
cationico/DSPC/Chol/PEG-DMG o PEG-DMA). En otro grupo de realizaciones, el lipido neutro en estas
composiciones es reemplazado con POPC, DPPC, DOPE o SM.

En realizaciones adicionales, la composicion farmacéutica se proporciona al sujeto en combinacién con una vacuna
o antigeno. Por lo tanto, en la presente memoria se proporcionan vacunas que comprenden una particula lipidica
descrita en la presente memoria, que comprende un oligonucleétido inmunoestimulador, y también estan asociadas
con un antigeno ante el que se desea una respuesta inmunitaria. En realizaciones particulares, el antigeno es un
antigeno tumoral o esta asociado con un agente infectivo, tal como, por ejemplo, un virus, bacteria, o parasito.

Una variedad de antigenos tumorales, antigenos de agentes de infecciones y antigenos asociados con otras
enfermedades son conocidos en la técnica y ejemplos de estos se describen en referencias citadas en la presente
memoria. Ejemplos de antigenos adecuados para su uso en la presente memoria incluyen, pero no se limitan a,
antigenos de polipéptido y antigenos de ADN. Ejemplos especificos de antigenos son los antigenos de hepatitis A,
hepatitis B, viruela, polio, antrax, gripe, tifus, tétano, sarampion, rotavirus, difteria, tos ferina, tuberculosis y rubéola.
En una realizacion preferida, el antigeno es un antigeno recombinante de hepatitis B. En otros aspectos, el antigeno
es un antigeno recombinante de hepatitis A. En otro aspecto, el antigeno es un antigeno tumoral. Ejemplos de tales
antigenos asociados a tumores son MUC-1, antigeno EBV y antigenos asociados con el linfoma de Burkitt. En un
aspecto adicional, el antigeno es un antigeno recombinante del antigeno tumoral proteinico relacionado con la
tirosinasa. Los expertos en la técnica conocen otros antigenos adecuados para usar en la presente memoria.

Los antigenos asociados a tumores, adecuados para su uso en la presente memoria incluyen moléculas mutadas y
no mutadas que puedan ser indicativas de un tipo de tumor individual, compartidas entre varios tipos de tumores, y/o
expresadas o sobreexpresadas de forma exclusiva en las células tumorales, en comparacién con las células
normales. Ademas de proteinas y glicoproteinas, también se han documentado patrones de expresion especificos a
tumores de carbohidratos, gangliosidos, glicolipidos y mucinas. Antigenos asociados a tumores de ejemplo para ser
usados en las vacunas contra el cancer de la presente memoria incluyen productos proteinicos de oncogenes,
genes supresores tumorales y otros genes con mutaciones o reordenamientos exclusivos a las células tumorales,
productos génicos embrionarios reactivados, antigenos oncofetales, antigenos de diferenciacion especificos de
tejidos (pero no especificos de tumores), receptores del factor de crecimiento, restos de carbohidratos en la
superficie celular, proteinas virales extrafias y una cantidad de otras proteinas propias.

Realizaciones especificas de antigenos asociados a tumores incluyen, por ejemplo, antigenos mutados tales como
los productos proteinicos de los protooncogenes Ras p21, supresor tumoral p53 y oncogenes BCR-abl, asi como
CDK4, MUM1, Caspasa 8 y Beta catenina; antigenos sobreexpresados tales como galectina 4, galectina 9,
anhidrasa carbonica, Aldolasa A, PRAME, Her2/neu, ErbB-2 y KSA, antigenos oncofetales tales como alfa
fetoproteina (AFP), gonadotropina coridnica humana (hCG); autoantigenos tales como el antigeno
carcinoembrionario (CEA) y antigenos de diferenciacion de melanocitos, tales como Mart 1/Melan A, gp100, gp75,
Tirosinasa, TRP1 y TRP2; antigenos asociados con la prostata, tales como PSA, PAP, PSMA, PSM-P1 y PSM-P2;
productos génicos embrionarios reactivados tales como MAGE 1, MAGE 3, MAGE 4, GAGE 1, GAGE 2, BAGE,
RAGE, y otros antigenos del cancer de testiculo tales como NY-ESO1, SSX2 y SCP1; mucinas tales como Muc-1y
Muc-2; gangliésidos tales como GM2, GD2 y GD3, glicolipidos y glicoproteinas neutros, tales como Lewis (y) y
globo-H; y glicoproteinas tales como Tn, antigeno de Thompson-Friedenreich (TF) y sTn. También se incluyen en la
presente memoria como antigenos asociados a tumores los lisados de células enteras y de células tumorales, asi
como partes inmunogénicas de estos, asi como idiotipos de inmunoglobulina expresados en las proliferaciones
monoclonales de linfocitos B para usar contra linfomas de linfocitos B.

Los patdgenos incluyen, pero no se limitan a, agentes infecciosos, por ejemplo, virus que infectan a mamiferos v,
mas particularmente seres humanos. Ejemplos de virus infecciosos incluyen, pero no se limitan a: retrovirus (por
ejemplo, virus de inmunodeficiencia humana, tales como el VIH-1 (también denominado HTLV-IIl, LAV o HTLV-
III/LAV, o VIH-lII; y otros aislados, tales como VIH-LP; picornavirus (por ejemplo, virus de polio, virus de hepatitis A;
enterovirus, virus de Coxsackie humanos, rinovirus, echovirus); Calciviridae (por ejemplo, capas que causan
gastroenteritis); Togaviridae (por ejemplo, virus de la encefalitis equina, virus de la rubéola); Flaviridae (por ejemplo,
virus del dengue, virus de la encefalitis, virus de la fiebre amarilla); Coronaviridae (por ejemplo, coronavirus);
Rhabdoviridae (por ejemplo, virus de la estomatitis vesicular, virus de la rabia); Coronaviridae (por ejemplo,
coronavirus); Rhabdoviridae (por ejemplo, virus de la estomatitis vesicular, virus de la rabia); Filoviridae (por ejemplo,
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virus del Ebola); Paramyxoviridae (por ejemplo, virus paragripales, virus de las paperas, virus del sarampion, virus
sincitial respiratorio); Orthomyxoviridae (por ejemplo, virus de la gripe); Bunyaviridae (por ejemplo, virus del Hantaan,
bunyavirus, phlebovirus y nairovirus); arenavirus (virus de la fiebre hemorragica); Reoviridae (por ejemplo, reovirus,
orbivirus y rotavirus); Birnaviridae; Hepadnaviridae (virus de la hepatitis B); Parvoviridae (parvovirus); Papovaviridae
(virus del papiloma, virus del polioma); Adenoviridae (la mayoria de los adenovirus); Herpesviridae (virus del herpes
simple (HSV) 1y 2, virus de la varicela-zéster, citomegalovirus (CMV), virus del herpes); Poxviridae (virus variola,
virus vacuna, virus de la viruela); e lIridoviridae (por ejemplo, virus de la peste porcina africana); y virus no
clasificados (por ejemplo, los agentes etioldgicos de las encefalopatias espongiformes, el agente de la delta hepatitis
(que se cree que es un satélite defectuoso del virus de la hepatitis B), los agentes de la hepatitis no A no B (clase
1=transmitida internamente; clase 2=transmitida parenteralmente (es decir, hepatitis C); virus Norwalk vy
relacionados, y astrovirus).

Las bacterias gramnegativas y grampositivas también sirven como antigenos en animales vertebrados. Tales
bacterias grampositivas incluyen, pero no se limitan a, las especies Pasteurella, las especies Staphylococci, y las
especies Streptococcus. Las bacterias gramnegativas incluyen, pero no se limitan a, Escherichia coli, las especies
Pseudomonas y las especies Salmonella. Ejemplos especificos de bacterias infecciosas incluyen, pero no se limitan
a: Helicobacterpyloris, Borelia burgdorferi, Legionella pneumophilia, Mycobacteria sps (por ejemplo, M. tuberculosis,
M. avium, M. intracellulare, M. kansaii, M. gordonae), Staphylococcus aureus, Neisseria gonorrhoeae, Neisseria
meningitidis, Listeria monocytogenes, Streptococcus pyogenes (estreptococos del grupo A), Streptococcus
agalactiae (estreptococos del grupo B), Streptococcus (grupo viridans), Streptococcus faecalis, Streptococcus bovis,
Streptococcus (sps. anaerdbicas.), Streptococcus pneumoniae, Campylobacter sp. patégena, Enterococcus sp.,
Haemophilus infuenzae, Bacillus antracis, Corynebacterium diphtheriae, Corynebacterium sp., Erysipelothrix
rhusiopathiae, Clostridium perfringers, Clostridium tetani, Enterobacter aerogenes, Klebsiella pneumoniae, Pasturella
multocida, Bacteroides sp., Fusobacterium nucleatum, Streptobacillus moniliformis, Treponema pallidium,
Treponema pertenue, Leptospira, Rickettsia y Actinomyces israelli.

Ejemplos adicionales de patégenos incluyen, pero no se limitan a, hongos infecciosos que infectan a mamiferos y
mas particularmente seres humanos. Ejemplos de hongos infecciosos incluyen, pero no se limitan a: Cryptococcus
neoformans, Histoplasma capsulatum, Coccidioides immitis, Blastomyces dermatitidis, Chlamydia trachomatis,
Candida albicans. Ejemplos de parasitos infecciosos incluyen Plasmodia tales como Plasmodium falciparum,
Plasmodium malariae, Plasmodium ovale y Plasmodium vivax. Otros organismos infecciosos (es decir, protistas)
incluyen Toxoplasma gondii.

En una realizacion, las formulaciones descritas en la presente memoria pueden ser usadas para silenciar o modular
un gen objetivo, tal como de modo no taxativo, FVII, Eg5, PCSK9, TPX2, apoB, SAA, TTR, RSV, el gen PDGF beta,
el gen Erb-B, el gen Src, el gen CRK, el gen GRB2, el gen RAS, el gen MEKK, el gen JNK, el gen RAF, el gen
Erk1/2, el gen PCNA(p21), el gen MYB, el gen JUN, el gen FOS, el gen BCL-2, el gen Ciclina D, el gen VEGF, el gen
EGFR, el gen Ciclina A, el gen Ciclina E, el gen WNT-1, el gen beta-catenina, el gen c-MET, el gen PKC, el gen
NFKB, el gen STATS, el gen survivina, el gen Her2/Neu, el gen topoisomerasa |, el gen topoisomerasa |l alfa, el gen
p73, el gen p21(WAF1/CIP1), el gen p27(KIP1), el gen PPM1D, el gen RAS, el gen caveolina |, el gen MIB |, el gen
MTAI, el gen M68, genes supresores tumorales, el gen supresor tumoral p53, el miembro DN-p63 de la familia p53,
el gen supresor tumoral pRb, el gen supresor tumoral APC1, el gen supresor tumoral BRCA1, el gen supresor
tumoral PTEN, el gen de fusion mLL, el gen de fusién BCR/ABL, el gen de fusion TEL/AML1, el gen de fusiéon
EWS/FLI1, el gen de fusion TLS/FUS1, el gen de fusion PAX3/FKHR, el gen de fusién AML1/ETO, el gen alfa v-
integrina, el gen receptor Flt-1, el gen tubulina, el gen del virus del papiloma humano, un gen requerido para la
duplicacion del virus del papiloma humano, el gen del virus de inmunodeficiencia humana, un gen requerido para la
duplicacion del virus de inmunodeficiencia humana, el gen del virus de la hepatitis A, un gen requerido para la
duplicacion del virus de la hepatitis A, el gen del virus de la hepatitis B, un gen requerido para la duplicacion del virus
de la hepatitis B, el gen del virus de la hepatitis C, un gen requerido para la duplicacion del virus de la hepatitis C, el
gen del virus de la hepatitis D, un gen requerido para la duplicacion del virus de la hepatitis D, el gen del virus de la
hepatitis E, un gen requerido para la duplicacién del virus de la hepatitis E, el gen del virus de la hepatitis F, un gen
requerido para la duplicacion del virus de la hepatitis F, el gen del virus de la hepatitis G, un gen requerido para la
duplicacion del virus de la hepatitis G, el gen del virus de la hepatitis H, un gen requerido para la duplicacion del
virus de la hepatitis H, el gen del virus sincitial respiratorio, un gen que se requiere para la duplicacion del virus
sincitial respiratorio, el gen del virus del herpes simple, un gen que se requiere para la duplicaciéon del virus del
herpes simple, el gen del citomegalovirus del herpes, un gen que se requiere para la duplicacion del citomegalovirus
del herpes, el gen del virus de Epstein Barr del herpes, un gen que se requiere para la duplicacion del virus de
Epstein Barr del herpes, el gen del virus del herpes asociado al sarcoma de Kaposi, un gen que se requiere para la
duplicacion del virus del herpes asociado al sarcoma de Kaposi, el gen del virus jC, el gen humano que se requiere
para el virus JC, el gen del mixovirus, un gen que se requiere para la duplicacion del gen del mixovirus, el gen del
rinovirus, un gen que se requiere para la duplicacion del rinovirus, el gen del coronavirus, un gen que se requiere
para la duplicacién del coronavirus, el gen del virus del Nilo Occidental, un gen que se requiere para la duplicacién
del virus del Nilo Occidental, el gen de la encefalitis de San Luis, un gen que se requiere para la duplicacion de la
encefalitis de San Luis, el gen del virus de la encefalitis transmitida por garrapatas, un gen que se requiere para la
duplicacion del virus de la encefalitis transmitida por garrapatas, el gen del virus de la encefalitis del valle del Murray,
un gen que se requiere para la duplicacion del virus de la encefalitis del valle del Murray, el gen del virus del dengue,
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un gen que se requiere para la duplicacion del virus del dengue, el gen del virus 40 del simio, un gen que se requiere
para la duplicacion del virus 40 del simio, el gen del virus linfotropico de células T humanas, un gen que se requiere
para la duplicacién del virus linfotropico de células T humanas, el gen del virus de la leucemia murina de Moloney,
un gen que se requiere para la duplicacion del virus de la leucemia murina de Moloney, el gen del virus de la
encefalomiocarditis, un gen que se requiere para la duplicacion del virus de la encefalomiocarditis, el gen del virus
del sarampion, un gen que se requiere para la duplicacion del virus del sarampion, el gen del virus de la varicela-
zo6ster, un gen que se requiere para la duplicacion del virus de la varicela-zdster, el gen del adenovirus, un gen que
se requiere para la duplicacion del adenovirus, el gen del virus de la fiebre amarilla, un gen que se requiere para la
duplicacion del virus de la fiebre amarilla, el gen del poliovirus, un gen que se requiere para la duplicacion del
poliovirus, el gen del poxvirus, un gen que se requiere para la duplicacion del poxvirus, el gen del plasmodium, un
gen que se requiere para la duplicacion del gen del plasmodium, el gen de Mycobacterium ulcerans, un gen que se
requiere para la duplicacion de Mycobacterium ulcerans, el gen de Mycobacterium tuberculosis, un gen que se
requiere para la duplicacion de Mycobacterium tuberculosis, el gen de Mycobacterium leprae, un gen que se
requiere para la duplicacion de Mycobacterium leprae, el gen del Staphylococcus aureus, un gen que se requiere
para la duplicacién del Staphylococcus aureus, el gen del Streptococcus pneumoniae, un gen que se requiere para
la duplicacion del Streptococcus pneumoniae, el gen del Streptococcus pyogenes, un gen que se requiere para la
duplicacion del Streptococcus pyogenes, el gen de la Chlamydia pneumoniae, un gen que se requiere para la
duplicacion de la Chlamydia pneumoniae, el gen del Mycoplasma pneumoniae, un gen que se requiere para la
duplicacion del Mycoplasma pneumoniae, un gen de integrina, un gen de selectina, el gen del sistema del
complemento, el gen de la quimiocina, el gen receptor de la quimiocina, el gen GCSF, el gen Gro1, el gen Gro2, el
gen Gro3, el gen PF4, el gen MIG, el gen de la proteina basica proplaquetaria, el gen MIP-11, el gen MIP-1J, el gen
RANTES, el gen MCP-1, el gen MCP-2, el gen MCP-3, el gen CmBkR1, el gen CMBKR2, el gen CMBKR3, el gen
CMBKRS5yv, el gen AIF-1, el gen 1-309, un gen a un componente de un canal de iones, un gen a un receptor de
neurotransmisores, un gen a un ligando de neurotransmisores, gen de la familia amiloide, el gen de la presenilina, el
gen HD, el gen DRPLA, el gen SCA1, el gen SCA2, el gen MJD1, el gen CACNL1A4, el gen SCA7, el gen SCAS, el
gen del alelo que se encuentra en las células LOH, o un gen de alelo de un gen polimorfico.

Definiciones

“Alquilo” significa un hidrocarburo alifatico saturado, ciclico o no ciclico, de cadena lineal o ramificada, que contiene
de 1 a 24 atomos de carbono. Los alquilos de cadena lineal saturados representativos incluyen metilo, etilo, n-
propilo, n-butilo, n-pentilo, n-hexilo y similares, mientras que los alquilos ramificados saturados incluyen isopropilo,
sec-butilo, isobutilo, terc-butilo, isopentilo y similares. Los alquilos ciclicos saturados representativos incluyen
ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo, y similares; mientras que los alquilos ciclicos insaturados incluyen
ciclopentilo y ciclohexenilo, y similares.

“Alquenilo” significa un alquilo, tal como se definid anteriormente, que contiene al menos un enlace doble entre
atomos de carbono adyacentes. Los alquenilos incluyen isémeros cis y trans. Los alquenilos ramificados y cadena
lineal representativos incluyen etilenilo, propilenilo, 1-butenilo, 2-butenilo, isobutilenilo, 1-pentenilo, 2-pentenilo, 3-
metil-1-butenilo, 2-metil-2-butenilo, 2,3-dimetil-2-butenilo y similares.

“Alquinilo” significa cualquier alquilo o alquenilo, tal como se definié anteriormente, que contiene ademas al menos
un enlace triple entre carbonos adyacentes. Los alquinilos representativos ramificados y de cadena lineal incluyen
acetilenilo, propinilo, 1-butinilo, 2-butinilo, 1-pentinilo, 2-pentinio, 3-metil-1-butinilo, y similares.

El término “acilo” se refiere a hidrégeno, alquilo, cicloalquilo parcialmente saturado o completamente saturado,
heterociclo parcialmente saturado o completamente saturado, arilo y grupos carbonilo sustituidos con heteroarilo.
Por ejemplo, el acilo incluye grupos tales como alcanoilo(C+-Cy) (por ejemplo, formilo, acetilo, propionilo, butirilo,
valerilo, caproilo, t-butilacetilo, etc.), cicloalquilcarbonilo(Cs-Czo) (por ejemplo, ciclopropilcarbonilo, ciclobutilcarbonilo,
ciclopentilcarbonilo, ciclohexilcarbonilo, etc.), carbonilo heterociclico (por ejemplo, pirrolidinilcarbonilo, pirrolid-2-ona-
5-carbonilo, piperidinilcarbonilo, piperazinilcarbonilo, tetrahidrofuranilcarbonilo, etc.), aroilo (por ejemplo, benzoilo) y
heteroaroilo (por ejemplo, tiofenilo-2-carbonilo, tiofenilo-3-carbonilo, furanilo-2-carbonilo, furanilo-3-carbonilo, 1H-
pirroil-2-carbonilo, 1H-pirroil-3-carbonilo, benzo[b]tiofenilo-2-carbonilo, etc.).

El término “arilo” se refiere a un sistema de anillo de hidrocarburo aromatico monociclico, biciclico, o triciclico donde
cualquier atomo de anillo se puede sustituir. Ejemplos de restos de arilo incluyen, pero no se limitan a, fenilo, naftilo,
antracenilo y pirenilo.

“Heterociclo” significa un anillo monociclico de 5 a 7 miembros o heterocicliclo biciclico de 7 a 10 miembros,
aromatico, saturado o no saturado y que contiene 1 o 2 heteroatomos seleccionados independientemente de
nitrégeno, oxigeno y azufre, y en donde los heteroatomos de nitrégeno y azufre pueden oxidarse opcionalmente y el
heteroatomo de nitrégeno se puede cuaternizar opcionalmente, incluidos los anillos biciclicos en los que cualquiera
de los heterociclos antemencionados se fusionan con un anillo de benceno. El heterociclo puede acoplarse a través
de cualquier heteroatomo o atomo de carbono. Los heterociclos incluyen heteroarilos tal como se define mas
adelante. Los heterociclos incluyen morfolinilo, pirrolidinonilo, pirrolidinilo, piperidinilo, piperizinilo, hidantoinilo,
valerolactamilo, oxiranilo, oxetanilo, tetrahidrofuranilo, tetrahidropiranilo, tetrahidropiridinilo, tetrahidroprimidinilo,
tetrahidrotiofenilo, tetrahidrotiopiranilo, tetrahidropirimidinilo, tetrahidrotiofenilo, tetrahidrotiopiranilo, y similares.
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“Heteroarilo” se refiere a un sistema de anillo monociclico de 5-8 miembros, biciclico de 8-12 miembros o triciclico de
11-14 miembros aromatico que tiene 1-3 heteroatomos si es monociclico, 1-6 heteroatomos si es biciclico o 1-9
heteroatomos si es triciclico, dichos heteroatomos se seleccionan de O, N o S (por ejemplo, atomos de carbono y 1-
3, 1-6 o 1-9 heteroatomos de N, O u S si es monociclico, biciclico o triciclico, respectivamente), donde cualquier
atomo de anillo se puede sustituir. Los grupos heteroarilo descritos en la presente memoria también pueden
contener anillos fusionados que compartan un enlace comun carbono-carbono. El término “alquilheterociclo” se
refiere a un heteroarilo donde al menos uno de los atomos del anillo esta sustituido con alquilo, alquenilo o alquinilo.

El término “sustituido” se refiere al reemplazo de uno o mas radicales de hidrégeno en una estructura dada con el
radical de un sustituyente especificado que incluye, pero no se limitan a: halo, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo,
heterociclilo, tiol, alquiltio, oxo, tioxi, ariltio, alquiltioalquilo, ariltioalquilo, alquilosulfonilo, alquilsulfonilalquilo,
arilsulfonilalquilo, alcoxi, ariloxi, aralcoxi, aminocarbonilo, alquiloaminocarbonilo, arilaminocarbonilo, alcoxicarbonilo,
ariloxicarbonilo, haloalquilo, amino, trifluorometilo, ciano, nitro, alquiloamino, arilamino, alquiloaminoalquilo,
arilaminoalquilo, aminoalquilamino, hidroxi, alcoxialquilo, carboxialquilo, alcoxicarbonilalquilo, aminocarbonilalquilo,
acilo, aralcoxicarbonilo, acido carboxilico, acido sulfénico, sulfonilo, acido fosfénico, arilo, heteroarilo, heterociclico, y
alifatico. Se entiende que es posible sustituir adicionalmente el sustituyente. Los sustituyentes de ejemplo incluyen
compuestos amino, alquilamino, dialquilamino y amino ciclicos.

“Haldégeno” significa fluor, cloro, bromo y yodo.
Los términos “alquilamina” y “dialquilamina” se refieren a radicales -NH(alquilo) y -N(alquilo),, respectivamente.

El término “alquilfosfato” se refiere a -O-P(Q')(Q")-O-R, donde Q' y Q" son cada uno independientemente O, S,
N(R)2, alquilo o alcoxi opcionalmente sustituido; y R es alquilo, w-aminoalquilo o w-aminoalquilo(sustituido)
opcionalmente sustituido.

El término “alquilfosforotioato” se refiere a un alquilfosfato en donde al menos uno de Q' 0o Q" es S.
El término “alquilfosfonato” se refiere a un alquilfosfato en donde al menos uno de Q' o Q" es alquilo.
El término “hidroxialquilo” significa el radical -O-alquilo.

El término “alquilheterociclo” se refiere a un alquilo donde al menos un metileno ha sido remplazado por un
heterociclo.

El término “w-aminoalquilo” se refiere a un radical -alquil-NH.. Y el término “w-aminoalquilo(sustituido)” se refiere a
un w-aminoalquilo en donde al menos uno del H o N ha sido remplazado con alquilo.

El término “w-fosfoalquilo” se refiere a -alquilo-O-P(Q')(Q")-O-R, en donde Q' y Q” son cada uno independientemente
O o Sy R alquilo opcionalmente sustituido.

El término “w-tiofosfoalquilo” se refiere a un w-fosfoalquilo en donde al menos uno de Q' 0 Q" es S.

En algunas realizaciones, los métodos descritos en la presente memoria pueden requerir el uso de grupos
protectores. La metodologia del grupo protector es conocida por los expertos en la técnica (ver, por ejemplo,
Protective Groups in Organic Synthesis, Green, T.W. Et. al., Wiley-Interscience, Nueva York City, 1999).
Brevemente, los grupos protectores dentro del contexto descrito en la presente memoria son cualquier grupo que
reduce o elimina la reactividad no deseada de un grupo funcional. Se puede agregar un grupo protector a un grupo
funcional para enmascarar su reactividad durante determinadas reacciones y luego se quita para revelar el grupo
funcional original. En algunas realizaciones se utiliza un "grupo protector de alcohol". Un "grupo protector de alcohol"
es cualquier grupo que disminuye o elimina la reactividad no deseada de un grupo funcional de alcohol. Se pueden
agregar y quitar los grupos protectores mediante el uso de técnicas conocidas en la técnica.

Los compuestos de la presente invencion se pueden preparar mediante técnicas de sintesis organica conocidas,
incluyendo los métodos descritos mas detalladamente en los Ejemplos.

Ejemplos
Ejemplo 1: Evaluacion de FVII in vivo mediante el uso de los liposomas derivados del lipido catiénico

Ratones C57BL/6 (Charles River Labs, MA) recibieron o soluciéon salina o ARNip en formulaciones deseadas
mediante inyeccidon en la vena de la cola a un volumen de 0,01 mL/g. En varios momentos después de la
administracion, los animales fueron anestesiados mediante inhalacion de isofluorano y se recolecté sangre en tubos
con separacion de suero mediante sangrado retroorbital. Los niveles séricos de la proteina Factor VII fueron
determinados en muestras usando un ensayo cromogénico (Coaset Factor VII, DiaPharma Group, OH, o Biophen
FVII, Aniara Corporation, OH) de acuerdo con protocolos del fabricante. Se generd una curva estandar mediante el
uso de suero recolectado de animales tratados con solucion salina. En experimentos donde se evaluaron los niveles
de ARNm del higado, en varios momentos posteriores a la administracion, los animales fueron sacrificados y sus
higados se recolectaron y congelaron inmediatamente en nitrégeno liquido. El tejido hepatico congelado se moliod
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hasta convertirlo en polvo. Se prepararon lisados tisulares y se determinaron los niveles del ARNm del higado de
Factor VIl y apoB mediante el uso de un ensayo de ADN ramificado (QuantiGene Assay, Panomics, CA).

Ejemplo 2: Determinacion de la eficacia de las formulaciones de particula de lipido que contienen varios lipidos
catiénicos mediante el uso de un modelo de silenciamiento del Factor VIl de roedor in vivo.

El Factor VII (FVII), una proteina prominente en la cascada de coagulacion, es sintetizado en el higado (hepatocitos)
y segregado al plasma. Los niveles de FVII en el plasma se pueden determinar mediante un ensayo colorimétrico en
placa simple. Como tal, FVII representa un modelo conveniente para determinar la regulaciéon por disminucion
mediada por ARNip de proteinas derivadas de hepatocitos, asi como para monitorear las concentraciones en el
plasma y la distribucion tisular de las particulas de lipidos de acido nucleico y ARNip.

Duplex Secuencia 5'-3' la SEQ ID NO: Objetivo
AD-1661 GGAfUfCAFUfCFUFCAAGIUFCTUfUACATsdT FVII
GfUAAGAFCfUfUGAGAfUGAFUfCFCdTsdT

La letra mindscula es la modificacion 2’0OMe y Nf es una nucleobase modificada 2'F, dT es desoxitimidina, s es
fosfotioato.

Los lipidos catiénicos mostrados anteriormente se usaron para formular liposomas que contienen el duplex AD-1661
que usa un método de mezclado en linea, tal como se describe en la solicitud de patente provisional estadounidense
61/228.373. Las particulas de lipidos se formularon usando la siguiente proporcion molar: 50 % lipido cationico/ 10
% distearoilfosfatidilcolina (DSPC) / 38,5 % Colesterol/ 1,5 % PEG-DMG (1-(monometoxi-polietilenglicol)-2,3-
dimiristoilglicerol, con un peso molecular de PEG promedio de 2000).

Protocolo general para mezclado en linea

Se prepararon soluciones madre individuales y separadas- una que contenia lipido y la otra ARNip. Se preparo
solucién madre de lipido que contenia lipido deseado o mezcla de lipido,DSPC, colesterol y lipido PEG mediante
disolucion en etanol al 90 %. El 10 % restante era amortiguador citrato de pH bajo. La concentracion de la solucion
madre de lipidos era de 4 mg/mL. El pH de este amortiguador citrato puede oscilar entre pH 3 y pH 5, dependiendo
del tipo de lipido fusogénico empleado. El ARNip también se disolvié en amortiguador citrato a una concentracion de
4 mg/mL. Se prepar6 5 mL de cada solucién madre.

Las soluciones madre eran completamente transparentes y se asegurd que los lipidos estuvieran completamente
disueltos antes de combinarse con el ARNip. Las soluciones madre se pueden calentar para que disuelvan los
lipidos por completo. Los ARNip usados en el proceso pueden ser oligonucledtidos modificados o no modificados, y
pueden estar conjugados con restos lipofilos tal como colesterol.

Las soluciones madre individuales se combinaron al bombear cada soluciéon a un unién T. Una bomba Watson-
Marlow de cabezal doble se us6 para controlar de forma simultanea el inicio y fin de las dos corrientes. Un tubo de
polipropileno de 1.6 mm se redujo en tamafio adicionalmente hasta un tubo de 0,8 mm para aumentar la tasa de flujo
lineal. La linea de polipropileno (ID= 0,8 mm) se adjunté a cada lado de una unién en T. La T de polipropileno tiene
un borde lineal de 1.6 mm para un volumen resultante de 4.1 mm?3. Cada uno de los extremos grandes (1.6 mm) de
la linea de polipropileno se colocé en tubos de ensayo que contienen ya sea la solucién madre de lipido disuelto o el
ARNip disuelto. Después de la unién en T, se colocod un solo tubo de donde sale la corriente combinada. El tubo
luego se extendid a un recipiente con un volumen de 2x de PBS, el cual se agité rapidamente. La tasa de flujo para
la bomba se encontraba en una configuracion de 300 rpm o 110 mL/min. Se quita el etanol y se intercambia con
PBS mediante dialisis. Luego las formulaciones lipidicas se concentraron usando centrifugacion o diafiltracion hasta
lograr una concentracion operativa apropiada.

Ratones C57BL/6 (Charles River Labs, MA) recibieron o solucion salina o ARNip formulada mediante inyeccion en la
vena de la cola. En varios puntos temporales después de la administracion, las muestras de suero se recolectaron
mediante sangrado retroorbital. Los niveles séricos de la proteina Factor VIl fueron determinados en muestras
mediante el uso de un ensayo cromogénico (Biophen FVII, Aniara Corporation, OH). Para determinar los niveles de
ARNm del higado del Factor VII, los animales fueron sacrificados y sus higados se recolectaron y congelaron
inmediatamente en nitrégeno liquido. Se prepararon lisados tisulares a partir de tejidos congelados y se cuantificaron
los niveles de ARNm del higado del Factor VIl mediante el uso de un ensayo de ADN ramificado (QuantiGene
Assay, Panomics, CA).

La actividad FVII se evalué en animales tratados con ARNip FVII 48 horas después de la inyeccion intravenosa
(bolo) en ratones C57BL/6. FVII se midi6 mediante el uso de un kit disponible comercialmente para determinar los
niveles de proteina en suero o tejido, siguiendo las instrucciones del fabricante a una escala de microplaca. La
reduccion de FVII se determind contra ratones de control no tratados, y los resultados se expresaron como % de
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FVII residual. Dos niveles de dosis (0,05 y 0,005 mg/kg de ARNip FVII) se usaron en la evaluacion de cada
composicion de liposomas novedosa. La Figura 6 muestra una grafica que ilustra los niveles de proteina de FVIl en
animales a los que se les administré 0,05 o 0,005 mg/kg de particulas de lipidos que contienen diferentes lipidos
catiénicos.

Ejemplo 3: formulacién de ARNip mediante el uso de vesiculas preformadas

Las particulas que contienen lipidos catiénicos se elaboraron usando el método de vesicula preformada. El lipido
cationico, DSPC, colesterol y PEG-lipido se disolvieron en etanol a una relacion molar de 40/10/40/10,
respectivamente. La mezcla de lipido se agregd a un amortiguador acuoso (citrato 50 mM, pH 4) con mezclado a un
etanol final y concentracion de lipido de 30 % (vol/vol) y 6.1 mg/mL respectivamente y se dejé equilibrar a
temperatura ambiente durante 2 min antes de la extrusion. Los lipidos hidratados se extrujeron a través de dos filtros
de tamafio de poro de 80 nm apilados (Nuclepore) a 22 °C mediante el uso de un Extrusor Lipex (Northern Lipids,
Vancouver, BC) hasta que se obtuvo un diametro de vesicula de 70-90 nm, tal como se determiné mediante analisis
Nicomp. Esto generalmente requiri6 1-3 pasadas. Para algunas mezclas de lipidos catiénicos que no formaron
vesiculas pequefias, hidratar la mezcla de lipido con un amortiguador de pH inferior (citrato 50 nM, pH 3) para
protonar el grupo fosfato en el grupo principal DSPC ayudé a formar vesiculas estables de 70-90 nm.

El ARNip FVII (disuelto en un citrato 50 nM, solucion acuosa de pH 4 que contiene etanol al 30 %) se agrego a las
vesiculas, previamente equilibradas a 35 °C a una velocidad de ~5mL/min con mezclado. Después de que se logré
una proporcion de ARNip/lipido objetivo final de 0,06 (p/p), la mezcla se incubd durante unos 30 min adicionales a
35°C para permitir la reorganizacion de la vesicula y encapsulacion del ARNip FVII. El etanol luego se quitd y el
amortiguador externo se reemplazé con PBS (NaCl 155 mM, Na2HPO4 3mM, KH2PO41mM, pH 7.5) ya sea por
didlisis o diafiltracion de flujo tangencial. La proporcion de ARNip respecto a lipido encapsulado final se determind
después de la eliminacion de ARNip no encapsulado mediante el uso de columnas de agitacion de exclusiéon por
tamafio o columnas de agitacion de intercambio de iones.

Ejemplo 4: Determinacion in vivo de la eficacia de las formulaciones de lipido

Las formulaciones de prueba se evaluaron inicialmente para probar su inactivacién de FVII en ratones C57B1/6
hembra de 7-9 semanas, 15-25 g a 0,1, 0,3, 1.0 y 5.0 mg/kg con 3 ratones por grupo de tratamiento. Todos los
estudios incluyeron animales que reciben ya sea solucion salina amortiguada con fosfato (PBS, grupo de control) o
una formulacion de referencia. Las formulaciones se diluyeron hasta la concentracion apropiada en PBS
inmediatamente antes de la evaluacion. Los ratones fueron pesados y se calcularon los volimenes de dosificacion
apropiada (10 pl/g peso corporal). Las formulaciones de prueba y referencia asi como PBS (para animales de
Control) se administraron de forma intravenosa por la vena de la cola lateral. Los animales fueron anestesiados 24
horas después con una inyeccion intraperitoneal de Ketamina/Xylazina y 500-700 ul de sangre fue recolectada
mediante puncién cardiaca en tubos separadores de suero (BD Microtainer). La sangre se centrifugé a 2.000 x g
durante 10 minutos a 15 °C y el suero se recolecté y almacend a -70 °C hasta el analisis. Las muestras de suero se
descongelaron a 37 °C durante 30 min, se diluyé en PBS y se separd en alicuotas en placas de ensayo de 96
pocillos. Los niveles del factor VII se evaluaron usando un ensayo cromogénico (kit Biophen FVII, Hyphen BioMed)
de acuerdo con las instrucciones del fabricante y la absorbancia medida en el lector de microplaca equipado con un
filtro de longitud de onda de 405 nm. Los niveles FVII de plasma se cuantificaron y los EDsy (la dosis que es
resultado de una reduccion del 50 % en niveles FVII en plasma en comparaciéon con los animales de control) se
calcularon usando una curva estandar generada de una muestra agrupada de suero de animales de Control. Esas
formulaciones de interés que muestran niveles elevados de inactivacion de FVII (EDsp << 0,1 mg/kg) se reevaluaron
en estudios independientes a una dosis inferior para confirmar la potencia y establecer EDsp, Los valores EDsp de un
numero representativo de los compuestos se muestran en la Tabla 9.

Ejemplo 5: Determinacion de pKj de lipidos formulados

Los valores pKa para los lipidos catidnicos ionizables diferentes se determinaron esencialmente tal como se describe
(Eastman et al., 1992 Biochemistry 31:4262-4268) mediante el uso de la sonda fluorescente de acido 2-(p-toluidino)-
6-naftalenosulfénico (TNS), que es no fluorescente en agua pero se vuelve apreciablemente fluorescente cuando se
une a las membranas. Las vesiculas compuestas de lipido catidonico/DSPC/CH/PEG-c-DOMG (40:10:40:10
proporcién molar) se diluyeron hasta 0,1 mM en amortiguadores (NaCl 130 mM, CH;COONH4 10 mM, MES 10 mM,
HEPES 10 mM) de varios valores de pH que varian de 2 a 11. Una alicuota de la soluciéon acuosa TNS (1 uM final)
se agrego a las vesiculas diluidas y después de un periodo de equilibrio de 30 segundos la parte fluorescente de la
solucion que contiene TNS se midid a longitudes de onda de excitacion y emision de 321nm y 445nm,
respectivamente. El pK, de las vesiculas que contienen lipido catidnico se determiné al graficar la fluorescencia
medida contra el pH de las soluciones y que ajustan los datos a una curva Sigmodial mediante el uso del programa
de produccion de graficos comercial IgorPro. Los valores pK, para un nimero representativo de los compuestos se
muestran en la Tabla 9. Ademas de los compuestos descritos de forma explicita en la Tabla 9, también se
contemplan las formas cuaternizadas (por ejemplo, donde el nitrdgeno de amina esta adicionalmente modificado, tal
como alquilado adicionalmente, para proporcionar una amina cuaternaria).
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Tabla 9

Compuesto

ALNY-104

ALNY-105

ALNY-106

ALNY-100

ALNY-101

ALNY-102

ALNY-103

ALNY-107

ALNY-108

ALNY-109

ALNY-110

ALNY-115

ALNY-116

ALNY-121

ALNY-122

ALNY-169

ALNY-144
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EDso

2,5

0,3

0,3

0,1

2,0

2,5

0,25
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2,0

2,0

0,5

0,55

2,60

0,60

pKa

5,65

5,60

6,85

6,4

6,43

7,3

6,98

6,63

6,55

6,75

6,5

6,60
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Compuesto

ALNY-181

ALNY-140

ALNY-148

ALNY-117

DLin-M-C1-DMA

DLin-M-C3-DIPA

DLin-M-C2-DMA

DLin-M-C3-DEA

DLin-M-C3-MEA

DLin-M-C3-DMA

DLin-M-C3-TMA

DLin-M-C4-DMA

DLin-M-C5-DMA

DLin-M-C3-IPA

DLin-M-C3-EA
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EDso

0,25

>5,0

0,3

>5,0

5,00

4,5

0,6

0,3

0,03

0,03

No
corresponde

0,15

0,65

1,00

5,00

pKa

4,95

6,53

417

5,44

5,64

6,17

6,21

6,44

>1,00

6,93

7,16

7,31

7,62



Compuesto

DLin-M-C3-MA

DLin-M-C3-A

ALNY-139

ALNY-171

ALNY-232

DAra-K5-C2-DMA

DDha-K5-C2-DMA

DLen(y)-M-C3-DMA

DLen(y)-M-C4-DMA

DLen-K5-C2-DMA

DLin-K5-C2-DMA

DLin-K6A-C2-DMA

DLin-K6A-C3-DMA

DLin-K6S-C1-DMA
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EDso

5,00

5,00

5,00

0,25

0,52

0,20

0,08

0,50

0,05

0,10

0,25

0,70

0,10

pKa
8,11

8,12

10,00

6,63

10,00

6,26

6,09

6,30

6,75

6,59

6,68

6,73

6,95

5,97



Compuesto

DLin-K6S-C2-DMA

DLin-K6S-C4-DMA

DLin-K-DMA (Biofina)

DLin-K-DMA (CDRD)

DLin-K-XTC2-DMA-(R)

DLin-K-XTC2-DMA-(S)

DLin-MAL-C2-DMA

DLin-M-C1-DMA

DLin-M-C2-DMA

DLin-M-C3-A

DLin-M-C3-DEA

DLin-M-C3-DIPA

DLin-M-C3-DMA

DLin-M-C3-EA

DLin-M-C3-IPA

DLin-M-C3-MA
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EDso

3,00

4,00

0,25

0,40

0,10

0,10

1,50

5,00

0,60

5,00

0,30
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0,03

5,00

1,00

5,00

pKa

7,25

7,61

5,94

5,91

6,79

6,65

6,66

417

5,64

8,12
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5,44

6,44

7,62

7,31
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Compuesto Estructura EDso pKa
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DLin-DAP-DMA 5,67

Valores EDsy medidos se graficaron como una funcion de los valores pK,; medidos, Ver la FIG. 1. Los lipidos mas
activos se agruparon en el intervalo de pK, de 5,8 a 6,9, con un pK, éptimo evidente de~6,3.

Las series DLin-M de compuestos proporcionaron una prueba directa del efecto de pK, en EDsy, ya que los
compuestos son estructuralmente similares pero tienen valores pK, que varian de menos de 5 a mayores que 8.
Cuando lo valores EDsy medidos se graficaron como una funcién de los valores pK, medidos para la serie DLin-M,
se observé una pKj 6ptima fuerte de ~6,2 - 6,4 (FIG. 2). Dependiendo de la forma y posicién a lo largo de la curva
de respuesta de pK,, un pequefio cambio en la pK, del lipido (o pH del entorno) puede tener un gran efecto en la
EDspobservada, posiblemente tan grande como 3 a 5 veces.

La eficacia de un lipido catidnico para administrar acidos nucleicos puede variar entre una especie y otra. Una
diferencia en los valores de pH de la sangre u otros entornos in vivo podrian atribuir a las diferencias entre especies.
Por consiguiente, si se determina una pK, 6ptima para una especie (por ejemplo, ratén), otra especie puede tener
una pK, optima diferente. Por lo tanto, la seleccion de lipido catidnico puede ser guiado de una especie a otra
mediante referencia a los valores pK, de los lipidos catidnicos y diferencias en valores de pH in vivo de diferentes
especies.
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Una mezcla de dos o mas lipidos cationicos puede tener un pK, promedio o media que disminuye entre los valores
de pKj de los lipidos catiénicos individuales. Un pKa promedio para una mezcla de lipidos catiénicos se puede definir
como:

PK" =3 f{(PK,),

donde f; es la fraccion molar del lipido i-¢5™°- y (pK,): es el pKa del lipido i-¢5™°-. La mezcla de lipidos puede tener una
pKa empirica (medida, por ejemplo, usando el ensayo de fluorescencia TNS descrito anteriormente) cerca del pKa
promedio calculado El pKs; empirico y el pKa promedio calculado se pueden considerar cercanos si se encuentran
dentro de 0,4 unidades pK,, dentro de 0,3 unidades pKa , dentro de 0,2 unidades pKa o dentro de 0,1 unidades pKa
entre si. La FIG. 3A muestra la fluorescencia TNS relativa como una funcién de pH para las particulas de lipidos
preparadas con varias composiciones de lipido catidnico, tal como se explica en la leyenda. De estos datos, se
determind el pK, de cada composicion. La FIG. 3B muestra la relacion entre el calculo y los valores pKs; medidos
para las composiciones. Por ejemplo, una particula de lipido que incluye una mezcla de partes iguales de DLin-M-
C2-DMA y DLin-M-C4-DMA, tenian un pKs; medido de -6,5, dentro de 0,2 unidades pK, del pKs promedio calculado,
~6,3 para esta mezcla.

Una mezcla de lipidos, cada uno con un pK, que difiere sustancialmente de un pK, 6ptimo (por ejemplo, que difiere
en al menos 0,1 unidades pKa, en al menos 0,2 unidades pKa, en al menos 0,3 unidades pK,, o por mas de 0,3
unidades pKa), puede producir un EDso inferior (es decir, mas eficaz) del que se esperaria basado en EDsg solo. En
otras palabras, una mezcla de lipido seleccionado de forma apropiada puede de forma inesperada ser mas eficaz
que cualquier lipido individualmente.

La FIG. 4 ilustra la eficacia de diferentes composiciones de lipidos, con diferentes valores pKa, en el ensayo del
factor VII de raton. Las leyendas indican la identidad y fraccion de lipidos catiénicos en las nanoparticulas. Por
ejemplo, la leyenda en el extremo izquierdo, "M-C2 (40 %)" indica una formulacion de nanoparticula lipidica 40 %
DLin-M-C2-DMA, 10 % de distearoilfosfatidilcolina (DSPC), 40 % Colesterol, y 10 % PEG-DMG (1-(monometoxi-
polietilenglicol)-2,3-dimiristoilglicerol, con un peso molecular PEG promedio de 2000). Las leyendas "M-C3" y "M-C4"
hacen referencia a DLin-M-C3-DMA y DLin-M-C4-DMA, respectivamente. Los diamantes corresponden a un nivel de
dosificacion de 0,05 mg/kg ARNIp, y los cuadrados a 0,10 mg/kg.

Tal como puede observarse en la FIG. 4, las composiciones mas eficaces tenian un pK, entre 6,2 y 6,8. Las mezclas
de lipido fueron de forma mas marcada mas eficaces que lo que se esperaba basandose en el rendimiento de los
componentes individuales. Una composicién que incluye MC-2 como el unico lipido cationico tenia un % de FVII
residual de aproximadamente 90 % en cualquier nivel de dosificaciéon. De manera similar, una composicién que
incluye MC-4 como el unico lipido catiénico también tenia un % de FVII residual de aproximadamente 90 % en
cualquier nivel de dosificacion. Cuando los dos fueron combinados en partes iguales (pero manteniendo la misma
fraccion de lipido catiénico en la mezcla general), proporcionan una composicion con un pK, de 6,45, el % de FVII
residual medido fue menor que 40 % a 0,05 mg/kg. La eficacia medida fue similar a aquella de una composiciéon que
incluye MC-3 como el tnico lipido cationico. El pK, de DLin-M-C3-DMA es 6,44, muy cercano a aquel de la mezcla.

Ejemplo 6: Resumen de los resultados

La Tabla 10 resume los resultados obtenidos para una variedad de mezclas de lipidos. En la tabla 10, la
denominacion MC2 se refiere a DLin-M-C2-DMA; las denominaciones MC3 y MC3-DMA ambas se refieren a DLin-
M-C3-DMA, la denominacion MC3-TMA se refiere a DLin-M-C3-TMA, la denominacién MC4 se refiere a DLin-M-C4-
DMA, y la denominacion 149B se refiere a ALNY-149. Ver la Tabla 9. La denominacion C12-200 se refiere al
compuesto denominado C12-200 en Love, K.T., et al., "Lipid-like materials for low-dose, in vivo gene silencing,"
PNAS 107, 5, (2010), 1864-1869.

Tabla 10

Lipido | pKa EDso | Lipido | pKa (%0,2) EDso | Lipido A/B | Formulacion* | mezcla pKa | mezcla
A (¥0,2) B (mol:mol) (*0,2) EDso
MC2 5.64 0,600 | MC3 6,50 0,030 | 27:13 40:10:40:10 6,11 0,100
MC2 5,64 0,600 | MC3 6,50 0,030 | 13:27 40:10:40:10 6,32 0,050
MC3 6,50 0,030 | MC4 6,93 0,150 | 28:12 40:10:40:10 6,61 0,050
MC3 6,50 0,030 | MC4 6,93 0,150 | 12:28 40:10:40:10 6,83 0,100
MC3- | 6,50 0,030 | MC3- | No >1,00 | 35:5 40:10:40:10 6,36 0,370
DMA TMA corresponde

MC3- | 6,50 0,030 | MC3- | No >1,00 | 30:10 40:10:40:10 6,34 >1,00
DMA TMA corresponde
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MC2 5,64 | 0,600 | MC4 6,93 0,150 | 20:20 40:10:40:10 6,45 0,040

149B | 6,05 | 0,050 | MC4 6,93 0,150 | 20:20 40:10:40:10 6,56 0,030

MC3 6,50 | 0,030 | C12- 6,47 0,030 | 20:20 40:10:40:10 6,55 0,007
200

MC3 6,46 | 0,010 | **C12- | 6,47 0,030 | 20:20 50:10:38,5:1,5 | 6,13 0,008
200

* proporcion de lipido catiénico total:DSPC:colesterol:PEG-DMG
**datos (pKa y EDsp) para C12-200 en si mismo fue de la formulacion 40:10:40:10

Listado de secuencias

<110> THE UNIVERSITY OF BRITISH COLUMBIA ALNYLAM PHARMACEUTICALS, INC.
<120> METODOS Y COMPOSICIONES PARA ADMINISTRACION DE ACIDOS NUCLEICOS
<130> B 3202EU

<140> 10 838 298.7
<141>2010-12-17

<150> 61/287,995
<151>2009-12-18

<160> 62
<170> PatentIn versién 3.5

<210>1

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 1
taacgttgag gggcat 16

<210> 2

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<220>

<221> base_modificada
<222> (4)..(4)

<223> Citosina metilada

<400> 2
taacgttgag gggcat 16

<210> 3

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 3
tccatgacgt tcctgacgtt 20

<210> 4
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<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<220>

<221> base_modificada
<222> (8)..(8)

<223> Citosina metilada

<220>

<221> base_modificada
<222> (17)..(17)

<223> Citosina metilada

<400> 4
tccatgacgt tcctgacgtt 20

<210>5

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 5
taagcatacg gggtgt 16

<210> 6

<211>6

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 6
aacgtt 6

<210>7

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 7
gatgctgtgt cggggtctce gggce 24

<210> 8

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 8
tcgtegtttt gtegttttgt cgtt 24

<210>9

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<220>

<221> base_modificada
<222> (2)..(2)

<223> Citosina metilada

<220>

<221> base_modificada
<222> (5)..(5)

<223> Citosina metilada

<220>

<221> base_modificada
<222> (13)..(13)

<223> Citosina metilada

<220>

<221> base_modificada
<222> (21)..(21)

<223> Citosina metilada

<400>9
tcgtegtttt gtegttttgt cgtt 24

<210> 10

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 10
tccaggactt ctctcaggtt 20

<210> 11

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 11
tctcccageg tgegecat 18

<210> 12

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 12
tgcatcccce aggccaccat 20

<210> 13

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 13
gcccaagctg gecatccgtca 20
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<210> 14

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 14
ggtgctcact gcggce 15

<210> 15

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 15
aaccgttgag gggcat 16

<210> 16

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 16
tatgctgtgc cggggtcttc ggge 24

<210> 17

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 17
gtgccggggt cttcggge 18

<210> 18

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 18
ggaccctcct ccggagcec 18

<210> 19

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 19
tcctccggag ccagactt 18

<210> 20
<211>15
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 20
aacgttgagg ggcat 15

<210> 21

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 21
ccgtggtcat gctcc 15

<210> 22

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 22
cagcctggct caccgccttg g 21

<210> 23

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 23
cagccatggt tccccccaac 20

<210> 24

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 24
gttctcgetg gtgagtttca 20

<210> 25

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 25
tctcccageg tgegecat 18

<210> 26

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 26
gtgctccatt gatgc 15

<210> 27

<211> 33

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 27
gaguucugau gaggccgaaa ggccgaaagu cug 33

<210> 28

<211>6

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 28
rrcgyy 6

<210> 29

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 29
aacgttgagg ggcat 15

<210> 30

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 30
caacgttatg gggaga 16

<210> 31

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleodtido sintético

<400> 31
ttccatgacg ttcctgacgt 20

<210> 32

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<220>
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<221> base_modificada
<222> (8)..(8)
<223> Citosina metilada

<220>

<221> base_modificada
<222> (17)..(17)

<223> Citosina metilada

<400> 32
tccatgacgt tcctgacgt 9

<210> 33

<211> 29

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Descripciéon de desconocido: Péptido GALA

<400> 33
Ala Ala Leu Glu Ala Leu Ala Glu Ala igu Glu Ala Leu Ala Glu Ala
1 5

Leu Glu Ala Leu Ala Glu Ala Ala 91Sa Ala Gly Gly Cys

<210> 34

<211> 30

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Descripcion de desconocido: Polipéptido EALA

<400> 34
Ala Ala Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ala Leu Ala
1 5

Glu Ala Leu Ala Glu Ala Leu Ala Ala Ala Ala Gly Gly Cys
20 25 30

<210> 35

<211>15

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Descripcion de desconocido: Polipéptido de ligando endosomolitico

<400> 35
Ala Leu Glu Ala Leu Ala Glu Ala Leu Glu Ala Leu Ala Glu Ala
1 5

<210> 36

<211> 22

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Descripcion de desconocido: Péptido INF-7

<400> 36
Gly Leu Phe Glu Ala Ile Glu Gly Phe {;I)e Glu Asn Gly Trp Glu Gly
1 5 15

Met Ile Trp ésp Tyr Gly
0
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<210> 37

<211> 23

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Descripcion de desconocido: Péptido Inf HA-2

<400> 37
g1y Leu Phe Gly gJa Ile Ala Gly Phe i(])e Glu Asn Gly Trp g]su Gly

Met Ile Asp Gly Trp Tyr Gly
20

<210> 38

<211> 24

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Descripcion de desconocido: péptido diINF-7

<400> 38
Gly Leu Phe Glu Ala Ile Glu Gly Phe ﬂ)e Glu Asn Gly Trp %u Gly
1 5

Met Ile Asp Gly Trp Tyr Gly Cys
20

<210> 39

<211> 22

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Descripcion de desconocido: péptido dilNF3

<400> 39
Gly Leu Phe Glu Ala Ile Glu Gly Phe Ile Glu Asn Gly Trp Glu Gly
1 5 10 15

Met Ile Asp %y Gly Cys

<210> 40

<211> 35

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Descripcion de desconocido: Polipéptido GLF

<400> 40
Gly Leu Phe Gly Ala Leu Ala Glu Ala L(e):u Ala Glu Ala Leu Ala Glu
1 5 1

His Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ala Leu Glu Ala Leu I;J)a Ala Gly

Gly Ser Cys
35

<210> 41

<211> 34

<212> PRT

<213> Desconocido
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<220>
<223> Descripcion de desconocido: Polipéptido GALA-INF3

<400> 41
Gly Leu Phe Glu Ala Ile Glu Gly phe Ile Glu Asn Gly Trp Glu Gly

1 5 10 15

Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ala Leu Glu Ala Leu Ala ég)a Gly Gly

ser Cys

<210> 42

<211> 21

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Descripcion de desconocido: Péptido INF-5

<220>

<221> MOD_RES
<222> (17)..(17)
<223> Norleucina

<400> 42
Gly Leu Phe Glu Ala Ile Glu Gly Phe Ile Glu Asn Gly Trp g;u Gly
1 5 10

Leu Ile Asp Gly Lys
20

<210> 43

<211> 20

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Descripcion de desconocido: Péptido INF-5

<220>

<221> MOD_RES
<222> (17)..(17)
<223> Norleucina

<400> 43
Gly Leu Phe Glu /;'Ia Ile Glu Gly Phe :Ilg)e Glu Asn Gly Trp %u Gly
1

Leu ITe Asp Gly
20

<210> 44

<211>16

<212> PRT

<213> Drosophila sp.

<400> 44
/irg Gln Ile Lys g]e Trp Phe GIn Asn qgg Arg Met Lys Trp %s Lys

<210> 45

<211>13

<212> PRT

<213> Virus de inmunodeficiencia humana
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<400> 45
Gly Arg Lys Lys /;rg Arg GIn Arg Arg %g Pro Pro Gln
1

<210> 46

<211> 27

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Descripcion de desconocido: Péptido a base de secuencia sefial

<400> 46
Gly Ala Leu Phe Leu Gly Trp Leu Gly Ala Ala Gly Ser Thr Met Gly
1 5 10 15

Ala Trp Ser gg)n Pro Lys Lys Lys égg Lys val

<210> 47

<211> 18

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Descripcion de desconocido: Péptido PVEC

<400> 47
Leu Leu Ile Ile Leu Arg Arg Arg Ile %g Lys GIn Ala His ﬂa His
1 5

ser Lys

<210> 48

<211> 26

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Descripcion de desconocido: Péptido de transportano

<400> 48
Gly Trp Thr Leu Asn Ser Ala Gly Tyr Leu Leu Lys Ile Asn ieu Lys
1 5 10

Ala Leu Ala Ala Leu Ala Lys Lys Ile Leu
20 25

<210> 49

<211> 18

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Descripcion de desconocido: Péptido de modelo anfifilico

<400> 49

Lys Leu Ala Leu Lys Leu Ala Leu Lys Ala Leu Lys Ala Ala Leu Lys
1 5 10 15

Leu Ala

<210> 50

<211>9

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
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<223> Descripcién de desconocido: Péptido de permeacion celular

<400> 50
Arg Arg Arg Arg érg Arg Arg Arg Arg
1

<210> 51

<211>10

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> Descripcion de desconocido: Péptido de permeacién de pared celular bacteriana

<400> 51
Lys Phe Phe Lys Phe Phe Lys Phe Phe i%s
1 5

<210> 52

<211> 37

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Descripcion de desconocido: Polipéptido LL-37

<400> 52

Leu Leu Gly Asp Phe Phe Arg Lys Ser Lys Glu Lys Ile Gly Lys Glu
1 5 10 15

phe Lys Arg Ile val Gln Arg Ile Lys Asp Phe Leu Arg Asn Leu Val
20 25 30

Pro Arg Thr Glu Ser
35

<210> 53

<211> 31

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Descripcion de desconocido: Polipéptido Cecropin P1

<400> 53
Ser Trp Leu Ser Lys Thr Ala Lys Lys Leu Glu Asn Ser Ala Lys Lys
1 5 10 15

Arg Ile ser Glu Gly Ile Ala Ile Ala Ile GIn Gly Gly Pro Arg
20 25 30

<210> 54

<211> 30

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Descripciéon de desconocido: Polipéptido Alda-defensina

<400> 54
Ala Cys Tyr Cys érg Ile Pro Ala Cys H)e Ala Gly Glu Arg ?Eg Tyr
1

Gly Thr Cys Ile Tyr GIn Gly Arg Leu Trp Ala Phe Cys Cys
20 25 30

<210> 55
<211> 36
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<212> PRT
<213> Desconocido

<220>
<223> Descripcion de desconocido: Polipéptido Beta-defensina

<400> 55
Asp His Tyr Asn Cys val Ser Ser Gly G?)y Gln Cys Leu Tyr i(sar Ala
1 5 1

Cys Pro Ile pPhe Thr Lys Ile Gln (2;1y Thr Cys Tyr Arg (3;'(I)y Lys Ala
20 5

Lys Cys Cys Lys
35

<210> 56

<211>12

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Descripcion de desconocido: Péptido Bactenecina

<400> 56
Arg Lys Cys Arg Ile val val Ile Arg val Cys Arg
1 5 10

<210> 57

<211> 42

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Descripcion de desconocido: Polipéptido PR-39

<400> 57
érg Arg Arg Pro /;rg Pro Pro Tyr Leu F1>50 Arg Pro Arg Pro Pro Pro
15

Phe Phe Pro Pro Arg Leu Pro Pro Arg Ile Pro Pro Gly Phe Pro Pro
20 25 30

Arg Phe Pro Pro Arg Phe Pro Gly Lys Arg

35 40

<210> 58

<211>13

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Descripcién de desconocido: Péptido de indolicidina

<400> 58
Ile Leu Pro Trp Lys Trp Pro Trp Trp Pro Trp Arg Arg
1 5 10

<210> 59

<211> 16

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> Descripcion de desconocido: Péptido que contiene MTS hidrofébico de ejemplo

<400> 59
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Ala Ala val Ala Leu Leu Pro Ala val Leu Leu Ala Leu Leu Ala Pro
1 5

<210> 60

<211> 11

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Descripcion de desconocido: Péptido que contiene MTS hidrofébico de ejemplo

<400> 60
Ala Ala Leu Leu Pro val Leu Leu Ala Ala Pro
1 5 10

<210> 61

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<220>
<223> Descripcion de molécula de ADN/ARN combinada: Oligonucleétido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (3)..(4)

<223> nucleobase modificada 2'F

<220>

<221> base_modificada

<222> (6)..(9)

<223> nucleobase modificada 2'F

<220>

<221> base_modificada

<222> (13)..(16)

<223> nucleobase modificada 2'F

<220>

<221> base_modificada

<222> (18)..(18)

<223> nucleobase modificada 2'F

<220>

<221> base_modificada
<222> (20)..(21)

<223> Desoxitimidina

<220>

<221> misc_feature

<222> (20)..(21)

<223> enlace de fosfotioato

<400> 61
ggaucaucuc aagucuuact t 21

<210> 62

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<220>
<223> Descripcion de molécula de ADN/ARN combinada: Oligonucleétido sintético
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<220>

<221> base_modificada

<222> (1)..(1)

<223> nucleobase modificada 2'F

<220>

<221> base_modificada

<222> (6)..(8)

<223> nucleobase modificada 2'F

<220>

<221> base_modificada

<222> (13) .. (13)

<223> nucleobase modificada 2'F

<220>

<221> base_modificada

<222> (16) .. (18)

<223> nucleobase modificada 2'F

<220>

<221> base_modificada
<222> (20)..(21)

<223> Desoxitimidina

<220>

<221> misc_feature

<222> (20)..(21)

<223> enlace de fosfotioato

<400> 62
guaagacuug agaugaucct t 21
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REIVINDICACIONES
1. Una particula de lipido que comprende un primer lipido catiénico, un segundo lipido catiénico, un lipido neutro, y

un lipido PEG capaz de reducir la agregacion; en donde el primer lipido catiénico y el segundo lipido catiénico son
cada uno, independientemente, seleccionados de los siguientes lipidos, y versiones cuaternizadas de estos,
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y donde el primer lipido catiénico y el segundo lipido catiénico tienen cada uno un pKa que difiere del pKa
combinado en al menos 0,1 unidades pKa, al menos 0,2 unidades pKa, o al menos 0,3 unidades pKa.

2. La particula de lipido de la reivindicacion 1, donde el lipido neutro se selecciona de DSPC, DPPC, POPC, DOPE,
o esfingomielina (SM); y la particula de lipido comprende ademas un esterol.

3. La particula de lipido de la reivindicacion 2, donde el primer lipido catiénico esta presente en una relacién molar
de 0 % a 60 % y el segundo lipido catidnico esta presente en una relacion molar de 0 % a 60 %, siempre y cuando la
relacion molar de todos los lipidos cationicos en la particula sea entre 20 % y 60 %; el lipido neutro esta presente en
una relacion molar de 5 % a 25 %; el esterol esta presente en una relacion molar de 25 % a 55 %; y el lipido PEG es
PEG-DMA, PEG-DMG, o una combinacioén de estos, y esta presente en una relacion molar de 0,5 % a 15 %.

4. La particula de lipido de la reivindicaciéon 1, que comprende ademas un agente terapéutico, en donde el agente
terapéutico es un acido nucleico que se selecciona del grupo que consiste en un plasmido, un oligonucleétido
inmunoestimulador, un ARNip, un oligonucledtido antisentido, un microARN, un antagomir, un aptamero y una
ribozima.

5. Una composicion farmacéutica que comprende una particula de lipido de la reivindicacion 4 y un portador
farmacéuticamente aceptable.

6. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 5 para usar en el tratamiento de una enfermedad o trastorno
caracterizado por la sobreexpresién de un polipéptido en un sujeto, en donde el agente terapéutico es un acido
nucleico que se selecciona del grupo que consiste en un ARNip, un microARN , y un oligonucleétido antisentido, y
en donde el ARNip, microARN, u oligonucledétido antisentido incluye un polinucleétido que se une especificamente a
un polinucleétido que codifica el polipéptido o un complemento de este.

7. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 5 para usar en el tratamiento de una enfermedad o trastorno que
se caracteriza por la subexpresion de un polipéptido en un sujeto, en donde el agente terapéutico es un plasmido
que codifica el polipéptido o una variante funcional o fragmento de este.
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8. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 5 para usar para inducir una respuesta inmunitaria en un sujeto,
en donde el agente terapéutico es un oligonucledétido inmunoestimulador.

9. La particula de lipido de la reivindicacion 4 para usar en la modulacion de la expresion de un gen objetivo en una
célula.

10, La particula de lipido para usar de la reivindicacion 9, en donde el gen objetivo se selecciona del grupo que
consiste en el Factor VII, Eg5, PCSK9, TPX2, apoB, SAA, TTR, RSV, gen PDGF beta, gen Erb-B, gen Src, gen
CRK, gen GRB2, gen RAS, gen MEKK, gen JNK, gen RAF, gen Erk1/2, gen PCNA(p21), gen MYB, gen JUN, gen
FOS, gen BCL-2, gen Ciclina D, gen VEGF, gen EGFR, gen Ciclina A, gen Ciclina E, gen WNT-1, gen beta-catenina,
gen c-MET, gen PKCe, gen NFKB, gen STAT3, gen survivina, gen Her2/Neu, gen SORT1, gen XBP1, gen
topoisomerasa |, gen topoisomerasa Il alfa, gen p73, gen p21(WAF1/CIP1), gen p27(KIP1), gen PPM1D, gen RAS,
gen caveolina |, gen MIB |, gen MTAI, gen M68, genes supresores de tumores, y gen supresor de tumor p53.
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