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Descriere:
(Descrierea se publica in varianta redactati de solicitant)

BAZELE INVENTIEI

Eficienta livririi in vivo a unor agenti activi, cum ar fi medicamente cu molecule mici, proteine,
peptide si acizi nucleici reprezintd o provocare medicald continud. Unii agenti activi sunt recunoscufi de
sistemul imunitar, ceea ce conduce la sciderea eficacititii. Pentru a aborda aceastd problema, anumite
formuldri de agenti activi au polimeri incorporati, cum ar fi polietilen glicolul, despre care se credea ci
imbracd sau mascheazi agentul, reducind astfel antigenitatea si imunogenitatea acestuia. Cu toate
acestea, chiar si aceste formuldri "ascunse” au limitdrile lor, incluzind incapacitatea de a fi dozate repetat
si frecvent, de exemplu, pe o perioada de zile fard pierderea activititii.

In plus, unii agenti sau formuliri atunci cand se administreazi in vivo pot interactiona cu una sau
mai multe celule sau factori, interferand potential cu functiile lor si, in cele din urma, conducand la efecte
adverse. Astfel de efecte adverse pot limita frecvenfa de administrare si/sau doza administrata a agentului
sau pot impiedica total utilizarea in vivo.

WO2013/086373 se referd la lipide pentru eliberarea de agenti activi. W02015/058069 se refera
la compozitii si metode pentru tolerarea sistemelor celulare. W02015/199952 se referd la noi lipide
pentru livrarea acizilor nucleici.

REZUMAT

Pe baza dezviluirii care este confinuta aici, prezenta inventie furnizeaza o nanoparticula lipidica
(LNP) care incapsuleazd un ARNm care codifica o proteind terapeuticd, in care LNP-ul cuprinde o lipida
cationicd, o lipidd helper, o lipidd structurald si un stabilizator, in care lipida cationica este o lipidad
ionizabild, in care stabilizatorul este o lipidd PEG si in care lipida PEG este un compus cu Formula (V-
OH):

0
HCI\E/\O}IJ\RE

(V-OH),
sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, in care: r este un numir intreg cuprins intre 1 si 100,
inclusiv; si R este alchil Cio.40 optional substituit, alchenil Cio40 optional substituit, sau alchinil Cio.o
optional substituit; si in care LNP-ul nu declanseaza clearance-ul accelerat al singelui.

Intr-un alt aspect, prezenta inventie furnizeaza o nanoparticuld lipidica (LNP) pentru utilizarea
intr-o metoda de livrare a unui nivel terapeutic al unei proteine de interes pentru un subiect, in care LNP-
ul este LNP-ul conform inventiei, in care metoda cuprinde administrarea unei prime doze si a unei a doua
doze de LNP la subiect; si in care prima dozd de LNP nu induce un rdspuns imun care promoveaza
clearance-ul accelerat al sangelui (ABC) la administrarea unei a doua doze de LNP.

Prezenta inventie este definitd in revendicarile independente si anumite caracteristici optionale
ale acesteia sunt definite in revendicirile dependente. In misura in care sunt utilizati aici termenii
"inventie", "exemplu" si "varianta de realizare", acestia vor fi interpretati in asa fel incat singura protectic
considerati este cea pentru inventia asa cum este revendicata.

Prezenta dezviluire se bazeazd, cel pufin partial, pe descoperirile cd, componentele
nanoparticulelor lipidice (LNP-uri) pot induce un rispuns imun inniscut. in unele variante de realizare,
componentele LNP-urilor, cum ar fi fosfatidilcolina, pot induce producerea de molecule IgM si/sau I1gG
naturale, care pot fi mediate de activarea celulelor B1, cum ar fi celulele Bla si/sau Blb. Aceste
mecanisme biologice pot contribui la rispunsurile la medicamente cauzate de LNP-uri, inclusiv
clearance-ul accelerat al singelui (ABC) si toxicitatea limitatoare de doza, cum ar fi rispunsul in faza
acutd (APR) si pseudoalergia legati de activarea complementului (CARPA). Atat celulele Bla, cit si
trombocitele exprimi CD36, care poate lega fosfatidilcolina.

Activarea celulelor Bl si a trombocitelor de citre LNP-uri poate fi mediatd de activarea
receptorului de CD36 de citre o componenti a LNP-urilor cum ar fi fosfatidilcolina. in plus, lipida PEG
de pe LNP-uri poate contribui la producerea de IgM si/sau IgG si IgM anti-PEG naturale. In consecin3,
sunt furnizate aici metode si compozitii pentru eliberarea LNP-urilor la un subiect fard a promova acelasi
grad de raspunsuri la medicamente legate de LNP-uri cum sunt cele mentionate aici, prin utilizarea de
LNP-uri care nu declanseazd un rdspuns imun inndscut caracterizat prin productie naturald de IgM,
productie naturald de IgG, IgM anti-PEG, IgG anti-PEG, activare a celulelor Bla, activare a celulelor
B1b, activare a celulelor pDC si/sau agregarea si/sau activarea trombocitelor si/sau utilizarea agentilor
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secundari, in special, agenti farmacologici, care inhibd producerea acestui rdspuns imun inniscut, precum
si suprimarea cdilor de semnalizare din aval care conduc la rispunsurile medicamentoase legate de LNP.

Aceasta dezviluire furnizeaza, partial, noi nanoparticule lipidice (LNP) si formuldri de LNP care
sunt mai putin susceptibile la recunoastere si, prin urmare, la clearance, de citre sistemul imunitar. LNP-
ul furnizat aici are clearance-ul si in unele cazuri, profiluri de toxicitate surprinzator de imbunatitite. Desi
nu intenfioneazd sd fie legati de niciun mecanism sau teorie particulard, se crede ca profilurile de
clearance imbunititite au o recunoastere si/sau legare redusa la anumite celule imune si un efect general
mai scizut asupra acelor si altor celule si factori imunitari. Mai specific, unele dintre LNP-urile furnizate
aici nu au nicio legare sau legare scizutd la celulele B1a si/sau B1b, activitate de activare Bla si/sau B1b,
activitate de activare a pDC, activitate de agregare a trombocitelor si/sau activitate de activare a
trombocitelor. Aceastd activitate se poate datora, cel putin in parte, componentelor LNP-ului sau unui
agent care inhibd rdspunsurile imune induse de componentele LNP-ului. Un astfel de agent poate fi
incorporat in LNP-ul administrat sau formulat separat.

De asemenea, in aceastd dezvaluire sunt furnizati compusi si compozitii, incluzand formulari,
care moduleaza raspunsurile imune la nanoparticulele administrate, cum ar fi LNP. De asemenea, sunt
furnizate aici metode de utilizare a unor astfel de compusi si compozitii, in special referitoare la
modularea imuni in vivo. De asemenea, sunt furnizate metode de utilizare a LNP-urilor impreund cu
anumite clase de agenti secundari, incluzand, de exemplu, utilizarea LNP-urilor la subiectii care au fost
co-medicati, de exemplu, premedicafi cu anumiti agenti secundari. De asemenea, sunt furnizate metode de
screening pre-administrare si/sau pre-tratament care identifica pacientii care rdspund la administrarea de
LNP si, optional, clasifica astfel de pacienti in functie de gradul rispunsului lor. Identificarea unor astfel
de subiecti poate conduce, in unele cazuri, la un regim de tratament modificat.

Unele dintre LNP-urile furnizate aici cuprind o lipidd cationicd, o lipidd helper, o lipida
structurald si un stabilizator care poate fi furnizat sau nu conjugat cu o alta lipida.

Lipida cationicd poate fi, dar nu se limiteaza la, DLin-DMA, DLin-D-DMA, DLin-MC3-DMA,
DLin-KC2-DMA si DODMA. Lipida cationicd poate fi o lipida ionizabila.

Lipida structurald poate fi, dar nu este limitatd la, un sterol, cum ar fi, de exemplu, colesterolul.

Lipida helper este o lipida activi de suprafati amfifili sau un agent activ de suprafati. In unele
variante de realizare este o lipidd ne-cationicd. Lipida helper poate cuprinde cel putin un lant nepolar si
cel putin un fragment de grup de cap polar. O lipida helper poate fi denumitd, de asemenea, o lipida
complementard, adica lipidele functioneazi pentru a "complementa” amino lipida si pentru a creste
fusogenitatea bistratului pentru a ajuta la evacuarea endozomald. In unele variante de realizare, lantul
nepolar este o lipida. In alte variante de realizare este un acid gras de cel putin 8C. In variante de realizare
exemplificative, lipida helper apare nenatural (de exemplu, nu apare natural la subiectii umani) sau este
exogena.

Unele dintre LNP-uri nu au nicio lipidd de fosfatidil colind (PC) (adica sunt libere de fosfatidil
colind (PC)). Unora dintre LNP-urile furnizate aici le lipsesc lipide de fosfatidil colind specifice, cum ar
fi, dar fard a se limita la DSPC. Unele dintre LNP-uri cuprind un analog de fosfatidil colind, astfel de
analogi cuprinzand grupdri de cap modificate (de exemplu, o grupare de cap de amind cuaternari
modificatd), o grupare de miez modificat si/sau o grupare de coadd lipidd modificatd. Astfel de analogi
pot cuprinde o grupare zwitterionicd care este o grupare zwitteriond non-PC. Lipida helper poate fi o
lipidd a oricdrei combinatii de Formule I, I-a, I-b, I-b-1. I-b-2. I-b-3. I-b-4, I-c, I-c-1, I-c-2, I-c-3, sau II
asa cum este redat aici.

Anumite LNP-uri cuprind alte lipide necationice helper incluzand, de exemplu, acid oleic sau
analogi ai acidului oleic. Lipida helper poate fi o lipidd cu Formula IV, asa cum este furnizata aici.

Stabilizatorul poate fi polietilen glicol (PEG). PEG-ul poate fi conjugat la o lipida si astfel poate
fi furnizat, de exemplu, ca PEG-c-DOMG sau PEG-DMG. Stabilizatorul, indiferent daca este furnizat
intr-o formd conjugatd sau neconjugatd, poate cuprinde 1,5 mol% din LNP sau poate cuprinde mai putin
de 0,5 mol% din LNP. De exemplu, poate cuprinde mai putin de 0,4 % mol, mai putin de 0,3 % mol, mai
putin de 0,2 % mol sau mai putin de 0,1 % mol.

LNP-ul poate cuprinde o lipidd PEGilatd cu Formula III, incluzind Formulele III-OH, IllI-a-1,
III-a-2, 11I-b-1, IIII-b-2, III-b-1-OH, 11I-b-2-OH, V, V-OH.

Unele dintre LNP-urile furnizate aici cuprind niveluri scizute sau sunt lipsite, de lipide PEGilate,
incluzand niveluri scazute sau fiind lipsite de lipide alchil-PEGilate, i pot fi denumite aici ca fiind libere
de PEG sau lipide PEGilate. Astfel, unele LNP-uri cuprind mai putin de 0,5 % mol de lipide PEGilate. in
unele cazuri, PEG-ul poate fi un alchil-PEG cum ar fi metoxi-PEG. Inca alte LNP-uri cuprind non-alchil-
PEG, cum ar fi hidroxi-PEG, si/sau lipide non-alchil-PEGilate, cum ar fi lipidele hidroxi-PEGilate.

Lipida PEGilatd poate fi un Cmpd420, un Cmpd396, un Cmpd394, Cmpd397, Cmpd395,
Cmpd417, Cmpd418, sau Cmpd419.

In unele cazuri, LNP-ul poate cuprinde aproximativ 50 % mol, 10 % mol lipida helper, 1,5 %
mol lipida PEGilata si 38,5 % mol lipida structurald.
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In unele cazuri, LNP-ul poate cuprinde aproximativ 50 % mol, 10 % mol lipida helper, mai putin
de 0,5 % mol lipidd PEGilata si 39,5 % mol lipida structurala.

In unele variante de realizare, stabilizatorul este un fragment non-PEG, cum ar fi o peptidi
XTEN care poate fi sau nu conjugatd la o lipidd. Peptida XTEN este capabila si formeze un invelis
hidratat in jurul LNP-ului datoritd naturii sale hidrofile. Mai mult, serveste la cresterea timpului de
injumatafire al LNP-ului, in comparatie cu un LNP lipsit (sau liber de) orice stabilizator. Spre deosebire
de PEG, totusi, este biodegradabil si s-a raportat cd nu este imunogen. Peptida X TEN poate avea o
secventd de aminoacizi din MAEPAGSPTSTEEGTPGSGTASSSPGSSTPSGATGSPGASPGTSSTGS
(SECV ID NR:1) sau MAEPAGSPTSTEEGASPGTSSTGSPGSSTPSGATGSPGSSTPSGATGS (SECV
ID NR:2). Alte secvente de aminoacizi XTEN sunt cunoscute in domeniu, incluzind, de exemplu, cele
raportate in Brevetul U.S. nr. 9.062.299. Exemplele de lipide conjugate XTEN includ, dar nu sunt
limitate la Cmpd431, si Cmpd432 si Cmpd433. Chimia click poate fi utilizatd pentru a conjuga peptida
XTEN la lipida.

In uncle variante de realizare, stabilizatorul este un fragment non-PEG, cum ar fi o peptidi PAS.
O peptidd PAS este o peptida care cuprinde in primul rind, daci nu exclusiv, prolin, alanina si serini. La
fel ca peptidele PEG si XTEN, peptida PAS este capabild sd formeze un invelis hidratat in jurul LNP-ului.
De asemenea, serveste la cresterea timpului de injumititire al unui LNP, in comparatie cu un LNP lipsit
(sau liber de) stabilizator. Spre deosebire de peptidele XTEN, totusi, peptidele PAS tind si fie neutre ca
sarcind si, astfel, cel putin in acest sens, mai aseminitoare cu PEG. Peptida PAS poate avea o secventd de
aminoacizi din SAPSSPSPSAPSSPSPASPSSAPSSPSPSAPSSPSPASPSSAPSSPSPSAPSSPSPASPS
(SECV ID NR:3 sau AASPAAPSAPPAAASPAAPSAPPAAASPAAPSAPPAAASPAAPSAPPA (SECV
ID NR:4). Alte secvente de aminoacizi PAS sunt cunoscute in domeniu, incluzind, de exemplu, cele
raportate in WO 2008155134,

Dezviluirea are in vedere LNP-uri care au orice combinatie a caracteristicilor de mai sus. Astfel
de LNP-uri pot fi caracterizate in plus ca avand o legare redusi la celulele Bla si/sau o activitate redusa
de activare a celulelor Bla. Suplimentar sau alternativ, ele pot fi caracterizate in plus, ca avind o
activitate redusd de agregare a trombocitelor, care poate fi indicata ca fiind o activitate redusa de activare
a trombocitelor.

Aceasta dezviluire ia in plus in considerare faptul ci astfel de LNP-uri pot fi utilizate in vivo
pentru a elibera un agent, cum ar fi o proteina sau un acid nucleic, fard a declansa clearance-ul accelerat al
sangelui (ABC). Ca atare, astfel de LNP-uri pot fi administrate unui subiect in mod repetat si in perioade
scurte de timp fard riscul unui clearance sporit de cdtre sistemul imunitar, asa cum a fost raportat anterior
pentru o varietate de agenti administrafi, inclusiv agenti formulati cu lipide. Astfel, LNP-urile si, mai
important, incdrcitura lor pot fi administrate mai frecvent si mai eficient la doze mai mari in aceste
perioade scurte de timp, decat era posibil anterior.

Chiar mai surprinzitor, uncle dintre aceste LNP-uri demonstreaza, de asemenca, o toxicitate
redusd la administrare. Din nou, desi nu intentioneazd sd fie legat de vreun mecanism sau teorie
particulard, se crede cd aceasta rezultd din activitatea de agregare redusd a trombocitelor a acestor LNP-
uri. Aceastl incapacitate sau capacitate redusd de a agrega trombocite reduce probabilitatea si severitatea
toxicitdtii legate de coagulopatic care a fost observatd dupa administrarea LNP -urilor in vivo.

A fost complet neasteptat ca anumite LNP-uri sa aiba dublul beneficiu de susceptibilitate redusa
la ABC si toxicitate redusd in vivo. Ca rezultat, aceste LNP-uri permit administrarea unor doze mai mari
de agent incapsulat unui subicct, datoritd, in parte, profilului de toxicitate redus al LNP-ului lor
incapsulant. LNP-urile conduc, de asemenea, la un timp de injumitatire mai lung pentru LNP-uri si, prin
rezultat niveluri mai ridicate si mai stabile de incarcatura intre administrari. Mai mult decat atat, in cazul
unei incarcdturi care necesitd o administrare frecventd repetatd, LNP-urile furnizate aici facilitcazd o
astfel de administrare. Aceasta serveste la cresterea eficacitdtii anumitor agenti prin aceea ci permit o
dozare mai frecventd decat este posibild in prezent. Acest lucru serveste, de asemenea, pentru a face si fie
utili alfi agenti care ar putea sa nu fi fost utilizati anterior in vivo din cauza acestor restrictii.

Aceastd dezvaluire furnizeaza in plus alte formulari noi si metode de utilizare a LNP-urilor,
inclusiv a formuldrilor de LNP. Specific, aici sunt furnizate metode de utilizare a LNP-urilor si a
formuldrilor de LNP impreund cu agenti anti-trombocitari incluzind, dar fard a se limita la, inhibitori de
agregare a trombocitelor. Aceastd dezvaluire are in vedere faptul ca astfel de agenti pot fi administrafi
unui subiect inainte de si/sau substantial simultan cu, si/sau chiar dupd administrarea LNP-ului. Astfel,
astfel de agenti pot fi formulati impreund cu un LNP sau pot fi formulafi separat, dar administrati
impreund, pe aceeasi cale si/sau in acelasi timp sau substantial in acelasi timp. Semnificativ, pre-
medicatia sau co-medicatia unui subiect cu acesti agenti antitrombocite are ca rezultat o toxicitate redusa,
incluzand toxicitatea legatd de coagulopatie si o incidentd mai mica si mai putin severd a ABC. Conform
anumitor variante de realizare, subiectii pot fi premedicafi sau co-medicati cu o combinatic de agenti
secundari incluzind inhibitori de agregare a trombocitelor, antihistaminice si NSAID-uri sau inhibitori ai



10

15

20

25

30

35

40

MD/EP 3386484 T2 2022.11.30
6

enzimei COX. Anumiti agenfi secundari care pot fi utilizati au functionalitate dubld (adica sunt capabili
s inhibe agregarea trombocitelor, in intregime sau partial, si au, de asemenea, un efect antiinflamator
general). Un astfel de exemplu este aspirina.

In unele aspecte ale inventiei este furnizatd o nanoparticula lipidicad (LNP) care incapsuleazi un
ARNmM care codifici o proteind. LNP-ul are o lipidd cationicd, o lipidd helper necationica care cuprinde
cel putin un lant de acizi grasi de cel putin 8C si cel putin un fragment de grupare cap polard, si in care
lipida helper nu este o fosfatidil colini (PC), o lipidi PEG, si un sterol. In uncle aspecte, LNP-ul mai
cuprinde in plus un agent care inhiba riAspunsurile imune la LNP. In alte aspecte, lipida helper necationici
este o lipida helper necationicd zwitterionicd, un analog de DSPC, acid oleic, un analog acid oleic sau un
1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfocolini substituita (DSPC).

In anumite variante de realizare, lipidele necationice utile in prezenta inventie sunt analogi de
DSPC in care fragmentul de fosfocolini este inlocuit cu o grupare zwitterionici diferitd. In anumite
variante de realizare, gruparea zwitterionici diferitid nu este o grupare fosfocolini. In anumite variante de
realizare, o lipida necationica utild in prezenta inventie este un compus cu Formula (II). Sunt furnizati
aici compusi cu Formula (IT):

AT
T
(Im,
sau sdruri ale acestora in care:

Z este un fragment zwitterionic,
in care fragmentul zwitterionic nu are formula:

©
® 020
P T et

AN g?f

meste0,1,2,3,4,5,6,7,8,9, sau 10;
A are formula :
LEep
\fg\i.ﬁ -~ \{‘}%‘8 o) *
COBRU

fiecare caz de L? este independent o legz'lturé sau alchilen Ci opfional substituit, in care o unitate de
metilen a alchilenului Ci¢ optional substituit este optional inlocuitd cu -O-, -N(RY)-, -S-, -C(O)-,
-C(ON(RY)-, -NRNC(0)-, -C(0)O-, -0OC(0)-, - 0OCO)0-, -OCOIN(RM-, -NRNC(0)O-, sau
-NRNC(O)N(RN)-;
fiecare caz R? este independent alchil Ci.3p optional substituit, alchenil Ci3p optional substituit, sau
alchinil Cy30 optional substituit; in care optional una sau mai multe unititi de metilen ale Iui R? sunt
inlocuite independent cu carbociclilen optional substituit, heterociclilen optional substituit, arilen optional
substituit, heteroarilen optional substituit, -N(RY)-, -O-, -S-, -C(0)-, -C(O)NRM-, - NRNC(0)-,
-NRYC(O)N(RY)-, -C(0)0-, -OC(0)-, -OC(0)0-, -OC(ON(RM-, - NR¥YC(0)O-, -C(0)S-, -SC(0)-,
-C(=NRY)-, -C(=ENRMN(RM)-, NRNC(=NRY)-, - NR¥C(=NRMN(RY)-, -C(S)-, -C(S)N(RY)-, -NRNC(S)-,
-NRYC(S)N(RY)-, -S(0)-, - 0S(0)-, -S(0)0-, -0S(0)0-, -0S(0)2-, -S(0)0-, -0S(0),0-, -N(RMS(0)-,
- SON(RY)-, -N(RMS(O)N(RY)-, -OS(O)N(RM-, -N(RMHS(0)O-, -S(0)2-, -N(RMS(0)2-, -S(0):2N(RYN)-,
-NRMS(0):N(RM-, -OS(0)2N(RY)-, sau -N(RMS(0),0-;
fiecare caz RY este independent hidrogen, alchil optional substituit, sau o grupare protectoare a azotului;
Inelul B este carbociclil optional substituit, heterociclil optional substituit, aril optional substituit, sau
heteroaril optional substituit; si
p este 1 sau 2.

In anumite variante de realizare, Z este un aminoacid sau un derivat al acestuia. In anumite

variante de realizare, Z are una dintre urmatoarele formule:
@
wu® o Oy
MV ‘I/Q\;/' ©o | g
e 8] BN 7{
(s , N{R") , o ,
O
0.0 %, o ROO P
@/\/\j O : I H\/
(RMN WY @ 0y Y
RN 3 H ONRY),

]
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. :
in care R° este hidrogen, alchil opponal substituit sau o grupare protectoare a oxigenului. In anumite
variante de realizare, un compus cu Formula (I) are una dintre urmétoarele formule:

@ 'RQDHS\
N(RM)3 y O
x(\%f\ 'O‘?(v;‘hf‘ @D\[rﬁ\/O\MA (bQ*MA
© o 1 ®N(RM)3 *

(RM)N® RY 0._0%
N

10

sau o sare a acestuia.
In anumite variante de realizare, un compus cu Formula (IT) are una dintre urmétoarele formule:

Ox. . R? Oa RE
T Y

e @
(RMNT RN o 0
P o

GO o) O I@M(HN)a
15

2 6] R
Oy o Y

@ 0 |
(=) / ‘

2

N \i I g \i‘o i
{RN)“B%/\H/ N wsao D/”\RE H\/O O'JL R?
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sau o sare a acestuia.
De exemplu, in anumite variante de realizare, un compus cu Formula (II) este unul dintre
urmatorii:

10

15
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sau sdruri ale acestora.

Lipide necationice utile in prezenta inventie includ, de asemenea, analogi ai acidului oleic. Asa
cum este descris aici, un analog de acid oleic poate cuprinde o coadd de acid oleic modificati, un
fragment de acid carboxilic modificat sau ambele. In anumite variante de realizare, un analog de acid
oleic este un compus cu Formula (IV). Sunt redati aici compusi cu Formula (IV):

O

M

HO™ "R*
{(IV},

sau o sare a acestuia, in care:

R* este, alchil Cioao optional substituit; alchenil Ciouo optional substituit; alchinil Cioao optional
substituit; in care cel putin o grupare metilen a R* este inlocuitd independent cu carbociclilen optional
substituit, heterociclilen optional substituit, arilen optional substituit, heteroarilen optional substituit,
-N(RY)-, -0-, -S-, -C(0)-, -C(O)N(RY)-, -NRYC(0O)-, -NRYC(O)N(RY)-, -C(0)O-, -OC(0)-, - OC(0)O-,
-OC(OIN(RM-, -NRNC(0)O-, -C(0)S-, -SC(0)-, -C(=NRM-, - C(-NRMN(RY)-, -NRNC(-NRY)-,
-NRNC(=NRMN(RMY)-, -C(S)-. -C(S)N(RY)-, - NRY¥C(S)-, -NRNC(S)N(RY)-, -S(0)-, -0OS(0)-, -S(0)0O-,
-0S(0)0-, -0S(0)-, - S(0)0-, -0S(0)0-, -NRMS(O)-, -SOINRY)-, -NRMHSO)NRN)-,
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NRMS(0)0-,  -8(0)-,  -NRMHS(O)2-,

- OS(0)N(RY)-, sau -N(RMS(0),0-; si
fiecare caz RN este independent hidrogen, alchil optional substituit, sau o grupare protectoare a azotului.

H‘Dxﬂ/\/\/\/\mo

-S(0):N(RY)-,

NRMS(O)NRY)-,

In anumite variante de realizare, compusul cu Formula (IV) este unul dintre urméitorii:

HDW\/\/\/\

O

Q

OW

(Compus 148),

HQMOVWW
0

0
(Compus 149),
O

Hm\l‘r‘v“v“v”kgf”\f“\/“\/”v

O

Y CCCl

(Compus 159},

sau sdruri ale acestora.
In anumite variante de realizare, un analog de acid oleic este un compus in care fragmentul de
acid carboxilic al acidului oleic este inlocuit cu o grupare diferiti. In anumite variante de realizare, un
analog de acid oleic util in prezenta inventie este unul dintre urmdtorii:

Os

H

0

SENW\/\A:?/\/\M

i
o]

(Compus 157},
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HN-N
sau sdruri ale acestora.

15
Exemple de lipide necationice includ, dar nu se limiteaza la cele care urmeaza:

'\x" ‘\.x’”‘m,/ﬂ\ P T N
Ho~ >N \/\/\/j\ NN
w‘/\“v““
(Compus 8),
g NP

PUSY
W

(Compus 393},

20

HO\H/\/”\/\/\/\j\mm

(Compus 125},
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In unele aspecte ale inventiei este furnizatd o nanoparticuld lipidica (LNP) care incapsuleaza un
ARNmM care codifici o proteind. LNP-ul are o lipidd cationicd, o lipidd helper necationica care cuprinde
cel putin un lant de acid gras de cel putin 8C si cel putin un fragment de grupare polard, o lipida PEG si
un sterol. In unele aspecte, LNP-ul mai cuprinde in plus un agent care inhiba rispunsurile imune ale LNP-
ului. In unele variante de realizare, lipida PEG este o lipidi alchil-PEGilati, non-alchil-PEG cum ar fi
hidroxi-PEG, o lipidd non-alchil-PEGilatd cum ar fi lipide hidroxi-PEGilate, un Cmpd420, un Cmpd396,
un Cmpd394, Cmpd395, Cmpd395, Cmpd417, Cmpd418 sau Cmpd419, Cmpd421, Cmpd422 sau in care
lipida PEG contine un raport molar mai mic de 0,5% dintre lipidele PEG si celelalte componente. In
anumite variante de realizare, o lipidd PEG utild in prezenta dezviluire este un compus cu Formula (I1I).
Sunt redati aici compusi cu Formula (III):

R%/\O):M—DWMA

{111,
sau sdruri ale acestora, in care:
R? este -OR®;
R® este hidrogen, alchil opfional substituit, sau o grupare protectoare a oxigenului;
r este un intreg cuprins intre 1 si 100, inclusiv;
L! este alchilen Ci.10 optional substituit, in care cel putin un metilen din alchilenul Cy.1 optional substituit
este inlocuit independent cu carbociclilen optional substituit, heterociclilen optional substituit, arilen
optional substituit, heteroarilen optional substituit, -O-, -N(RY)-, -S-, -C(O)-, -C(O)N(RY)-, - NRNC(O)-,
-C(0)0-, -OC(0)-, -OC(0)O-, -OC(O)N(RY)-, -NRNC(0)O-, sau - NRNC(O)N(RN)-;
D este un fragment obtinut prin chimie click sau un fragment scindabil in conditii fiziologice;
meste0,1,2,3,4,5,6,7,8,9, sau 10;
A are formula :

. o AN+
X Lz'gzaauv 3

fiecare caz de L? este independent o legéturd sau alchilen Ci optional substituit, in care o unitate de
metilen din alchilenul Ci.s optional substituit este optional inlocuiti cu -O-, -N(RYN)-, -S-, -C(O)-,
-C(ON(RY)-, -NRYC(0)-, -C(0)O-, -OC(0)-, - OC(0)0-, -OCON(RY)-, -NRNC(0)O-, sau
-NRYC(O)N(RM)-;

fiecare caz R? este independent alchil Ci3o optional substituit, alchenil Ci.3 optional substituit, sau
alchinil Ci.30 optional substituit; optional in carc una sau mai multe unititi de metilen ale lui R? sunt
inlocuite independent cu carbociclilen optional substituit, heterociclilen optional substituit, arilen optional
substituit, heteroarilen optional substituit. -N(RY)-, -O-, -S-, -C(0)-, -C(ON(RM-, - NRNC(O)-,
-NRYC(O)N(RY)-, -C(0)0-, -OC(0)-, -OC(0)O-, -OC(ON(RY)-, - NR¥YC(O)O-, -C(0)S-, -SC(O)-,
-C(=NRY)-, -C(=NRMN(RY)-, -NRN¥C(=NRY)-, - NR¥C(=NRMN(RY)-, -C(S)-, -C(SIN(RY)-, -NRNC(S)-,
-NRYC(S)N(RM)-, -S(0)-, - OS(0)-, -S(0)0O-, -0S(0)0-, -0S(0),-, -S(0),0-, -0S(0),0-, -N(RMS(0)-,
- S(ON(RY)-, -N(RMS(O)N(RY)-, -OS(O)N(RY)-, -N(RMS(0)O-, -S(0)2-, -N(R™MS(0)2-. -S(0)N(RY)-,
-N(RMS(0)N(RYN)-, -OS(0)2N(RN)-, sau -N(RMHS(0),0-;

fiecare caz de RN este independent hidrogen, alchil optional substituit, sau o grupare protectoare a
azotului;

Inelul B este carbociclil optional substituit, heterociclil optional substituit, aril optional substituit, sau
heteroaril optional substituit; si

p este 1 sau 2.

In anumite variante de rqalizare, compusul cu Formula (IIT) este o lipidi PEG-OH (adicd, R?
este -OR°, si R° este hidrogen). In anumite variante de realizare, compusul cu Formula (III) este cu
Formula (ITII-OH):
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15
o} Ll-po A
" \(“"/\Q% ™
(I11-OH),

sau o sare a acestuia.

In anumite variante de realizare, D este un fragment obtinut prin chimie click (de exemplu,
5 triazol). in anurmte variante de realizare, compusul cu Formula (III) are Formula (III-a-1) sau (III-a-2):

N Mh
Yon - . —
Ryt R ey,
v SAu
-{'m;,g»g;} S § ¥ { £ T 4

sau o sare a acestuia.

In anumite variante de realizare, compusul cu Formula (IIT) are una dintre urmédtoarele formule:

_R?
z7 2

[®] N:‘g L R? ") w;N L XRQ

: N - AL

R\{\,/\DM L R\F/\O r sN é L
10 2 ¥

‘,Rg JRZ
N L2

o Ny L, Q.= R?
HOJ_ NH/L 2 HO Ngf%#\'ﬂ
froplu e oA

sau o sare a acestuia, in care
seste0,1,2,3,4,5,6.7,8,9, sau 10.

15 In anumite variante de realizare, compusul cu Formula (IIT) are una dintre urmédtoarele formule:
OY R? Dﬁ/ R?
0 N= 0 o N=N ®o
; 4 , 2 LT
R~ )JLY\}%/ )L R {/\@#LHSN 0" R?
2 Us o KE

0 N*M\/{ o} r;migz/[ o
HG\(‘AUM HG\(/\D%E‘N D,JLRQ
¥

sau o sare a acestuia.

20 In anumite variante de realizare, un compus cu Formula (IIT) are una dintre urmatoarele formule:
RE
O 2 0&.(
09

Cw c}%‘f
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sau o sare a acestuia.

In anumite variante de realizare, un compus cu Formula (IIT) are una dintre urmatoarele formule:
OY\/\/’\/\/\/\/’ ‘
. \I
MN /U\z/\/'\v/\/\x/\/\
HO-L0T
(Compus 394},

‘373/\/\/\/\/

NN o
Mfﬂ\/[o)w\/\/\
HO Mo 1
(Compus 396},
DY\/\/\/\/
N=N \/[O 0
WN OJ\/\/’\/\/"\

10

/o‘(t/‘f:ﬁ

(Compus 395},

(Compus 397),

15 sau o sare a acestuia.

In anumite variante de realizare, D este un fragment scindabil in conditii fiziologice (de
exemplu, ester, amidd, carbonat, carbamat, ureea). In anumite variante de realizare, un compus cu
Formula (I1I) are Formula (II1-b-1) sau (I11-b-2):

Rié/\O)TL‘\[gowmA RY o)}fLL 5 /mep.,

(I11-b-1) (111-5-2),

20
sau o sare a acestuia.
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In anumite variante de realizare, un compus cu Formula (III) are Formula (III-b-1-OH) sau (III-

b-2-OH):
o
HO L0 A i
“(‘/\o}f ﬁcr I Ho‘é/\o}j"“o)L\“')’mA
(11-b-1-OH) (II1-b-2-OH),

5 sau o sare a acestuia.

In anumite variante de realizare, compusul cu Formula (IIT) are una dintre urmédtoarele formule:

2
e R
R3 L1 O\(\,))\ 2" Rz O L2 Rz
-~ L2 3 1 B
o \g/ " R o ol
Z
szﬁ ,R2
2 LZ
Ho\é/\ },L‘ D%LQ’R g R?
0 m HO Ly /“\PH\ 2"
Y oot
10 ’ ’
sau o sare a acestuia.
In anumite variante de realizare, un compus cu Formula (IIT) are una dintre urmatoarele formule:
15

Oﬁ,/ﬂz o R

O i

9] 8]

o) jg)” o e R~ o -

¥ )

0. .R?
0. R2
b ¥

O
O OG

HQ‘(‘//\Q): Liﬂ;D\/EO/‘L‘Rz HO_~ O),LL,OM Q}t s

20 sau o sare a acestuia.

In anumite variante de realizare, un compus cu Formula (IIT) are una dintre urmétoarele formule:
)
Dﬁ/ R c:»Y R?

O
e o LR 5 23

E) 5

25
Oﬁ/Rz QYRz
8o L8 S
HO M@ | | M ‘
\{\/\Or s I 0" "R? HO\("/\DMD O/U\RE

5 t]

sau o sare a acestuia.

30 In anumite variante de realizare, un compus cu Formula (IIT) are una dintre urmatoarele formule:
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OY\/\/\/\/\/\/
f"O‘V‘DMO\/E@’&\/W\/\/\/\

. OW
d O‘{‘/\GM\D\/[OW‘

sau sdruri ale acestora.

fp anumite variante de realizare, o lipidd PEG utild in prezenta dezviluire este un acid gras
PEGilat. In anumite variante de realizare, o lipidd PEG utild in prezenta dezviluire este un compus cu

Formula V). Sunt redati aici compusi cu Formula V):
6
3
RY A~ @)rj\ "
(v),
sau sdruri ale acestora, in care:
R? este-OR?;

R® este hidrogen, alchil optional substituit sau o grupare protectoare a oxigenului;

r este un intreg cuprins intre 1 si 100, inclusiv;

R> este alchil Ciouo optional substituit, alchenil Ciouo optional substituit, sau alchinil Cio4o optional
substituit; si optional una sau mai multe grupiri metilen ale Iui R3 sunt inlocuite cu carbociclilen optional
substituit, heterociclilen optional substituit, arilen optional substituit, heteroarilen optional substituit,
-NRY-, -0-, -S-, - C(0)-, -C(OIN(RN)-, -NRNC(0)-, -NRYC(O)N(RY)-, -C(0)O-, -OC(0)-, -OC(0)O-,
- OC(O)N(RM-, -NRC(0)O-, -C(0)S-, -SC(0)-, -C(=NRY)-, -C(=NRMHN(RNM)-, - NRNC(=NRY)-,
-NRYC(=NRMHNRM)-, -C(S)-, -C(S)N(RN)-, NR¥C(S)-, - NRNC(S)N(RY)-, -S(0)-, -OS(0)-, -S(0)0O-,
-0S(0)0-, -0S(0)-, -S(0)0-. - 08(0)»0-, -NRMS(O0)-, -S(ONRM-, -NRMHS(O)N(RY)-,
-OS(ONRY)-, - NRMHSO)0-, -S(0)-, -NRMHS(0)-, -S(O)NRM-, -NRMS(0):NRY-,
- OS(0):N(RM)-, sau -N(RMS(0),0-; si

fiecare caz de RN este independent hidrogen, alchil optional substituit, sau o grupare protectoare a
azotului.

In variante de realizare ale inventiei, compusul cu Formula (V) are Formula (V-OH):

O

(v-On),
sau o sare a acestuia.

In anumite variante de realizare, un compus cu Formula (V) are una dintre urmédtoarele formule:

O
© )J\/\/\/\/\/\/\/\/\
- ‘(\/\O f
(Compus 400},
[#]

f‘f){\/\c,):u\/\/\/\/——'\/\/\/\/

(Compus 401),
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KO%/\QH\/\/\/\/:\/i\/\/\

(Compus 402},

O

KQ‘{/\Q}:u\/\/\/\/\/\/W\/\

0
HO{/«OW\/\/\/\/\/\/\/\/\

2

HDa(\/\O}:\/HTQI/\/\/\/\/\/\/W
HO{ gy ~0

sau o sare a acestuia.

In alte aspecte, lipida helper necationici este o lipidd helper necationici zwitterionica, o lipidi
care nu este o fosfatidil colina (PC), un analog de DSPC, acid oleic, un analog de acid oleic, sau o 1,2-
distearoil-sn-glicero-3-fosfocolind substituitd (DSPC).

In unele variante de realizare, agentul care inhiba rispunsurile imune la LNP cuprinde un situs
de legare miR. In alte variante de realizare, situsul de legare a miR este selectat dintre miR 126, miR 155,
si miR 142 3p. Situsul de legare a miR este incorporat intr-un ARNm. In alte variante de realizare, situsul
de legare a miR este separat de ARNm.

In unele variante de realizare, agentul care inhiba rispunsurile imune de citre LNP cuprinde un
ARNm care cuprinde un situs de legare miR. in diferite variante de realizare, ARNm-ul cuprinde 1-4,
unul, doud, trei sau patru situsuri de legare miR, in care cel putin unul dintre situsurile de legare a miR
este un situs de legare a miR-126. Intr-o varianti de realizare, ARNm-ul, cuprinde cel putin doui situsuri
de legare a microARN, in care cel pufin unul dintre situsurile de legare a microARN-ului este un situs de
legare a miR-126. intr-o variantii de realizare, ARNm-ul, de exemplu, ARNmm, cuprinde un situs de
legare a miR-126 si un al doilea situs de legare a microARN-ului pentru un miR selectat din grupul
constand din miR-142-3p, miR-142-5p, miR-146-3p, miR-146-5p, miR-155, miR-16, miR-21, miR-223,
miR-24 si miR-27. Intr-o altd varianti de realizare, ARNm-ul, cuprinde un situs de legare a miR-126 (de
exemplu, miR-126-3p) siun situs de legare a miR-142 (de exemplu, miR-142-3p). Un miR la care se face
referire aici prin numir se poate referi la oricare dintre cele doud microARN-uri mature care provin din
bratele opuse ale aceluiasi pre-miARN (de exemplu, fie microARN 3p, fie 5p). Toate miR -urile la care se
face referire aici prin numdr sunt destinate sa includd ambele brate/secvente 3p si 5Sp. S-a descoperit acum
cd incorporarea a cel putin unui situs de legare a microARN pentru un microARN exprimat in celulele
imune (de exemplu, miR-126, miR-142, miR-155 si combinatii ale acestora) intr-un construct de ARNm
poate reduce sau inhiba ABC atunci cind compusul sau comporzitia care contine lipide care cuprind
ARNm este administrati unui subiect. Intr-o varianti de realizare, mecanismul de actiune al situsului(lor)
de legare a miARN este un "burete" de microARN, in care situsul(rile) de legare a miARN din construct
sau LNP "absoarbe” microARN-urile care sc leagi la situsul(rile) de legare.

Analogul de DSPC poate avea o grupare de cap modificata care este o grupare de cap de amini
cuaternard modificatd, o grupare de miez modificati sau o grupare de coadi lipidicd modificati. In unele
variante de realizare. In alte variante de realizare lipida PEG contine cel putin 0,0001%, cel putin
0,0005%, cel putin 0,001%, cel putin 0,005%, cel putin 0,01%, cel putin 0,05%, cel putin 0,1%, cel putin
0,15%, cel putin 0,2 %, cel putin 0,25%, cel putin 0,3%, cel putin 0,35%, cel putin 0,4%, cel putfin 0,45%
si mai putin de 0,5% raport molar al lipidei PEG fata de celelalte componente.

In unele variante de realizare, LNP-ul poate avea un raport molar de aproximativ 45-65% lipide
cationice, aproximativ 0,15-15% lipide PEG, aproximativ 15-45% colesterol si aproximativ 5-25% lipide
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auxiliare necationice sau un raport molar de aproximativ 55% lipide cationice, aproximativ 2,5% lipide
PEG, aproximativ 32,5% colesterol si aproximativ 10% lipide necationice.

In alte variante de realizare, lipida cationicz} este selectatd dintre DLin-DMA, DLin-D-DMA,
DLin-MC3-DMA, DLin-KC2-DMA sau DODMA. In alte variante de realizare, lipida cationicd cste
selectatd dintre numerele Cmpd lipidici furnizati aici.

Dezvdluirca furnizeazd o lipiddi PEG care cuprinde un compus cu Formula (V):
O
o) |
R\(/AO%‘LR&E
V),

sau sdruri ale acestora, in care:
R? este-ORY;
Re este hidrogen, alchil optional substituit sau o grupare protectoare a oxigenului;
r este un intreg cuprins intre 1 si 100, inclusiv;
R> este alchil Ciouo optional substituit, alchenil Ciouo optional substituit, sau alchinil Cio4o optional
substituit; si optional una sau mai multe grupari metilen ale lui R® sunt inlocuite cu carbociclilen optional
substituit, heterociclilen optional substituit, arilen opfional substituit, heteroarilen optional substituit,
-N(RY)-, -O-, -S-, - C(0)-, -C(O)N(RY)-, -NRY¥C(Q)-, -NRNC(O)N(RY)-, -C(0)0O-, -OC(0)-, -OC(0)0-,
- OC(O)N(RM)-, -NRNC(0)O-, -C(0)S-, -SC(0)-, -C(=NRM)-, -C(=NRMN(RY)-, - NRNC(=NRY)-,
-NRYC(=NRMHNRY)-, -C(S)-, -C(SIN(RM)-, -NRNC(S)-, - NRNC(S)N(RY)-, -S(0)-, -OS(0)-, -S(0)O-,
-0S(0)0-, -0S(0)-, -S(0)0-, - 08(0)»0-, -NRMS(0)-, -S(ONRM-, -NRMHS(O)N(RY)-,
-OS(ONRY)-, - NRMS0)O-, -S(0)-, -NRMS(O)-, -S(ORNRM-, -NRMS(0):N(RY)-,
- OS(0)N(RY)-, sau -N(RMS(0),0-; si
fiecare caz de RN este independent hidrogen, alchil optional substituit, sau o grupare protectoare a
azotului.

In variante de realizare ale inventiei compusul cu Formula (V) are Formula (V-OH):

O
HQ\(\’/\D}:U\Rﬁ

(vV-0OH},
sau o sare a acestuia.

In alte variante de realizare compusul cu Formula (V) are una dintre urmitoarele formule:

O .
XO‘G/\D)«JJ‘\A/\/\// I N S W

(Compus 400},
o)
XD\Q//\o)r)J\/\/\/\/\/W\/\
(Compus 401},

ﬂw@/\c}rfﬁ\/\/\/\w&

(Compus 402},
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/OMC,}:‘Q\/\/\/\/\/\/\/\/\

7

(Compus 450},
o
(Compus 451},
O
HO\(‘/\o)"‘k/\/\/\/\/\/\/\/\

(Compus 452},

ks

HOV\O}:\/H\Q’/\/W\/\MW

(Compus 453},

R g

HOMQ)TVO
(Compus 454},

sau o sare a acestuia.

Inci in alte variante de realizare compusul cu Formula (V) este:
¥

”01\/\0)#\/\/\%

(Compus 403),

sau o sare a acestuia.
Acestea si alte variante de realizare si aspecte vor fi discutate mai detaliat aici.

SCURTA DESCRIERE A DESENELOR

Urmatoarele figuri sunt furnizate in scara de gri.
FIG. 1: Fluorescenta ficoeritrinei (PE) a celulelor T CD3+ si a celulelor B CD19+ dupi incubarea cu PE-
LNP, PE+ LNP sau mediu singur. Datele arata absorbtia LNP-urilor de citre celulele B, dar nu si celulele
T splenice in conditii de culturd ex vivo.
Fig. 2A-2B: Fluorescenta ficoeritrinei (PE) a celulelor T CD3+ si a celulelor B CD19+ in functie de
timpul de incubare cu PE- LNP, PE+ LNP sau mediu singur. Datele aratd cd absorbtia LNP de citre
celulele B, dar nu si celulele T, are loc rapid in aceste conditiile de culturd ex vivo.
FIG. 3: Fluorescenta EGFP a celulelor CD19+ in functie de timpul de incubare cu PE+ LNP cuprinzind
ARNm EGFP. Nu s¢ observa nicio exprimare a EGFP de citre celulele B in orice moment, in pofida
absorbtiei masive a LNP de catre acele celule.
Fig. 4A-4B: Concentratia de hEPO si nivelurile de IgM anti-PEG in vivo dupd administrarea primei, a
doua si a treia doze (hEPO) si a primei si a doua (IgM) de LNP care transportd incircitura ARNm hEPO
la soarecii CD-1 nesplenectomizati (CD-1) si splenectomizati.
FIG. 5: Fluorescenfa PE-Rodamind in celulele B circulante CD19+ dupd incubarea timp de 2, 4, 6 si 24
de ore cu PE+ si PE- LNP
Fig. 6A-6B: Absorbtia de LNP (FIG. 6A) si exprimarea EGFP (FIG. 6B) de celulele B circulante in
functie de timpul de incubare.
FIG. 7: Exprimarea CD86 in celulele B splenice si circulante dupd incubarea cu PE- si PE+ LNP.
Celulele B splenice si circulante care preiau LNP-urile sunt activate.
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FIG. 8: Exprimarea CD86 in celulele B splenice si circulante care preiau sau nu reusesc sd preia LNP-
urile PE+. Celulele B splenice si circulante care preiau LNP-urile sunt activate, asa cum este demonstrat
de cresterea exprimarii CD86.

FIG. 9: Exprimarea CD86 ca o functie a captirii LNP de citre celulele B splenice la diferiti timpi de
incubare.

FIG. 10: Secretia de IL-6 si TNF-alfa de catre celulele B incubate cu PE+ si PE-LNP timp de 24 de ore.
Fig. 11A-11B: Absorbtia LNP de PE+ gol de citre celulele B CD19+ la 24 de ore (FIG. 11A) si cursul de
timp la 4 si 24 de ore (FIG. 11B).

Fig. 12A-12B: Exprimarea CD86 in celulele B care au preluat LNP PE+ gol (FIG. 12A). Celulele B
splenice sunt activate de LNP-uri goale intr-o manierd dependentd de doz4. Secretia de IL-6 si TNF-alfa
de catre celulele B incubate cu LNP PE+ gol (FIG. 12B).

Fig. 13A-13D: Absorbtia si secretia de citokine de catre celulele B de la soareci de tip sidlbatic (WT), cu
deficit de ApoE si cu deficit de receptor de LDL in LNP-uri PE+ (FIG. 13A) si LNP-uri PE- (FIG. 13B).
Sunt de asemenea date procentul de celule CD19+ PE+ (FIG. 13C) si nivelurile de citokine in pg/ml
(FIG. 13D).

FIG. 14: Absorbtia LNP-urilor dupd pre-incubarea celulelor B cu PEG liber sau IgG anti-PEG.

FIG. 15: Absorbfia LNP-urilor cuprinzand PEG sau PEG-OH sau lipsite de PEG (fard PEG) de citre
celulele B.

FIG. 16: Absorbfia LNP-urilor cuprinzind PEG sau PEG-OH sau lipsite de PEG (fard PEG) de citre
celulele B.

FIG. 17: Exprimarea CD86 in celulele B incubate cu LNP fard PEG sau LNP PEG-OH, in functie de
absorbfia LNP.

FIG. 18: Absorbtia LNP in functie de continutul de fosfolipide al LNP.

FIG. 19: Absorbtia de LNP in functie de continutul de fosfolipide si PEG al LNP in celulele B CD19+ si
celulele B CD5+.

FIG. 20: Absorbtia LNP de citre celulele CD19+, CD19+CD5+ sau CD19+CD5-B in functie de
confinutul de fosfolipide si PEG.

FIG. 21: Exprimarea EGFP in celule T (CD3-) si B (CD19-) neconventionale din splini la 1 si 4 ore dupd
administrarea de LNP-uri care cuprind DMG-PEG sau PEG-OH si LNP-uri fard PEG.

Fig. 22A-22B: Absorbtia de LNP de citre celulele B in vivo in functie de continutul de fosfolipide si
PEG.

Fig. 23A-23E: Nivelurile de exprimare a CD86 in celule B dupa injectarea de LNP-uri cuprinzand DMG-
PEG (FIG. 23A) sau Cmpd418 (FIG. 23B), sau LNP fiard PEG (FIG. 23C). Nivelul de exprimare a CD86
a fost evaluat la 1 ord (FIG. 23D) si la 4 ore (FIG. 12E) dupa injectareca de LNP.

Fig. 24A-24B: Absorbtia de PE+ LNP de catre celulele B in vivo 1 ord (FIG. 24A) si 4 ore (FIG. 24B)
dupa injectarea de LNP cuprinzind DMG-PEG sau PEG OH sau LNP-uri fard PEG.

FIG. 25: Absorbtia de LNP in celulele B in functie de continutul DMG-PEG din LNP (studiu de continut
intermediar).

FIG. 26: Activarea celulelor B dupa absorbtia de LNP ca o functie a confinutului de DMG-PEG din LNP.
Datele sunt prezentate in scturi de 4 bare, cele patru bare din fiecare set reprezentind LNP PE negativ,
LNP-PE pozitiv scizut, LNP-PE intermediar pozitiv si, respectiv, LNP-PE pozitiv ridicat, de la stinga la
dreapta. Astfel, barele reprezintd populatii de celule care au asociat sau au preluat o cantitate in crestere
de LNP-uri.

FIG. 27: Absorbtia de LNP in celulele B ca o functie a confinutului de DMG-PEG in LNP (studiu de
confinut scazut).

Fig. 28: Colorarea cu PE+ a celulelor B CD19+ contactate cu Cmpd395, Cmpd404 si acid oleic
cuprinzand LNP-uri.

Fig. 29A-29B: Activarea celulelor B masuratd printr-o crestere a populatiei de celule B activate
(CD19+CD86+CD69+). FIG. 29A prezinta activarea celulelor B in functie de % mol de DMG-PEG fard
Imiquimod si FIG. 29B prezinta activarea celulelor B in functie de % mol de DMG-PEG cu Imiquimod.
Fig. 30A-30B: Eliberarea de citokine proinflamatorii (IFN-y in FIG. 30A, TNF-a in FIG. 30B) intr-o
cultura de celule B umane ex vivo in functie de % mol de DMG-PEG in prezentd sau absentd de
Imiquimod.

Fig. 31A-31D: Modele de fosfolipide ale lipidelor auxiliare care sunt analogi si inlocuitori ai
fosfatidilcolinei (PC) si DSPC. Modificdrile reduc asocierea, recunoasterea de exemplu de catre receptori
si/sau absorbtia LNP prin, de exemplu, modificarea grupdrii de cap PC (FIG. 31A), miezului de PC (FIG.
31B) sau prin reducerea planaritafii lipidei (FIG. 31C). Este de asemenea furnizati o varianti cu acid
oleic (FIG. 31D).

Fig. 32A-32C: Exemple de lipide PEGilate cuprinzind cozi lipidice scurte, un linker cu clic si o grupare
terminald PEG hidroxi (OH). FIG. 32A prezintd Cmpd394, Cmpd395, Cmpd396, si Cmpd397. FIG. 32B
prezintd Cmpd398 si Cmpd399. FIG. 32C prezintd Cmpd400-403.
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FIG. 33: Raspunsul IgM anti-PEG sau anti-DSPC madsurat prin citometrie in flux (margele) la 96 de ore
dupd administrarea celei de-a doua doze. Raspunsurile IgM impotriva DSPC sau PEG sunt médsurate
identic atunci cind mirgelele sunt utilizate singure sau impreuni. LNP-urile PEG DMG, PEG DSPE sau
Cmpd430 au indus raspunsuri anti-LNP. IgM anti-PEG si IgM anti DSPC au fost ambele observate,
sugerand ca raspunsul IgM este un raspuns de IgM natural.

FIG. 34: 1gM anti-PEG masurata prin ELISA si IgM anti-PEG sau anti-DSPC misurata prin citometrie in
flux (margele) la 96 de ore dupd administrarea celei de-a doua doze. IgM anti-PEG masurat prin ELISA si
margele sunt similare si nu au fost detectate diferente semnificative.

FIG. 35: Asocierea LNP cu trombocite in functie de timp si compozitia LNP. Procentul de LNP asociat
cu trombocite (asa cum este indicat de fluorescenta ficoeritrinei (PE)) este prezentatd la trei momente de
timp (15, 60 si 240 de minute) dupa administrarea de PBS, DMG-PEG care confine LNP, PEG-OH care
confine LNP si LNP fiard PEG (de la stinga la dreapta pentru fiecare moment de timp). Aceste
experimente au fost efectuate pe trombocite purificate recoltate de la subiect la diferitele momente de
timp prezentate.

FIG. 36: Activarea trombocitelor in functie de compozitia LNP. Activarea trombocitelor (asa cum este
indicatd de exprimarea markerului de activare a trombocitelor CD62P (MFI)) a fost masurata la trei
momente de timp (15, 60 si 240 de minute) dupa administrarea de PBS, DMG-PEG LNP, PEG-OH LNP
st LNP fara PEG (stanga la dreapta).

Fig. 37A-37B: Prezenta celulelor B B220+ si a macrofagelor F4/80+ in agregatele trombocitare in vivo in
functie de timp si de compozitia LNP. Sunt prezentate procentul de celule B (asa cum este indicat prin
colorarea B220+, FIG. 37A) si procentul de macrofage (asa cum este indicat prin colorarea F4/80+, FIG.
37B) la trei momente de timp (15, 60 si 240 de minute) dupd administrarea de PBS, DMG-PEG LNP,
PEG-OH LNP si LNP fard PEG (de la stinga la dreapta).

FIG. 38: Activarea in vitro a trombocitelor, asa cum a fost evaluata prin reglarea in sus a markerilor de
activare CD31 si CD62P, dupa contactul cu LNP-uri.

Fig. 39A-39D: Activarea in vitro a trombocitelor, asa cum este indicatd prin cresterea exprimarii CD31
fatd de martor (mediu), la 10 minute (FIG. 39A), 30 minute (FIG. 39B), 60 minute (FIG. 39C) si 120
minute (FIG. 39D) dupa administrarea mediului, LPS si LNP cuprinzand DSPC.

Fig. 40A-40B: Agregarca trombocitelor in vitro folosind un test de sange integral. Celulele agregate au
fost colectate si incadrate pe baza exprimdrii CD41 (prima coloand), imprastierii ridicate inainte si
imprastierii laterale (a doua coloand) si exprimarii F4/80 (axa y) si CD11b (axa x) (a treia coloand) dupd
contactul cu mediu (primul rand), LPS (al doilea rand) si DSPC LNP (al treilea rand). Agregatele
trombocitare au fost izolate pe baza exprimirii CD41+ si FCS ridicat si SSC ridicat, asa cum este
prezentat in a doua coloand pentru FIG. 40A. Este prezentat procentul de celule agregate care sunt
CD11b+ F4/80+ dublu pozitive dupa administrarea de mediu, LPS si DSPC LNP (de la stinga la dreapta)
(FIG. 40B).

Fig. 41A-41B: Agregarea plachetard in vitro cu celule B (CD19+) si macrofage (CD11b+ si F4/80+) dupa
incubarea sangelui integral cu mediu, LPS si DSPC LNP (de la stinga la dreapta) timp de 30 de minute
(FIG. 41A) si 120 de minute (FIG. 41B).

Fig. 42A-42C: Agregarea plachetard in vitro cu macrofage (FIG. 42A si 42B) si celule B (FIG. 42C)
dupa incubarea sangelui integral cu mediu, LPS si DSPC LNP (de la stinga la dreapta) timp de 30 de
minute si 120 de minute.

Fig. 43A-43B: Reglarea in sus a markerilor de activare a trombocitelor CD31 (FIG. 43A) si CD62P (FIG.
43B) dupa incubarea trombocitelor cu mediu (martor), DSPC LNP, DOPC LNP, DOPG LNP, DMG-PEG
LNP, si LPS (de la stinga la dreapta) in vitro, timp de 0, 10, 30 si 60 de minute, masuratd prin citometrie
in flux.

Fig. 44A-44B: Reglarea in sus a markerilor de activare CD31 (FIG. 44A) si CD62P (FIG. 44B) dupa
incubarea trombocitelor in vitro cu mediu (martor), DSPC LNP, DOPC LNP, DOPG LNP, DMG-PEG
LNP si LPS, timp de 0, 10, 30 si 60 de minute, misurata prin citometrie in flux.

FIG. 45: Model al efectului LNP-urilor asupra trombocitelor. DMG-PEG LNP se asociaza fizic si
activeazd trombocitele. DSPC LNP nu se asociaza fizic cu trombocitele, dar cu toate acestea sunt capabile
sd activeze trombocitele. Ambele tipuri de LNP-uri determind agregarea trombocitelor cu recrutarca
concomitentd de celule B si macrofage. PEG-OH si LNP-urile fard PEG nu se asociaza detectabil cu
trombocite, sugerind un rol al DMG-PEG in asocierea LNP-trombocite. Chiar si in absentd de DMG-
PEG, existd totusi activarea trombocitelor, ceea ce sugereazi o interacfiune intre trombocite si
componenta fosfolipidica, si in special gruparea de cap PC, in LNP.

FIG. 46A-46B: Cclulele Bla si B1b necesitd splina. FIG. 46A prezintd nivelurile celulare Bla (sus) si
B2b (jos) dupa splenectomie sau o operatie simulati. FIG. 46B prezintd nivelurile de anticorpi Bla (sus)
si B2b (jos) dupa splenectomii. Celulele B1b isi pierd capacitatea de a secreta anticorpi.

FIG. 47: Numdrul de reticulocite la primate non-umane (NHP-uri) intacte si splenectomizate.

FIG. 48: Hematocritul este men{inut in NHP-urile splenectomizate.
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Fig. 49A-49D: Rezultatele studiului de splenectomie la NHP. Figurile. 49A-49B prezinti aria de sub
curbd (AUC) rezultate din hEPO-ARNm-MC3 (FIG. 49A) si hEPO (FIG. 49B). Valorile Cyax sunt de
asemenea prezentate pentru hEPO-ARNm-MC3 (FIG. 49C) si hEPO (FIG. 49D).

Fig. 50A-50B: Suprimarea activdrii complementului la NHP splenectomizate, asa cum este demonstrat de
nivelurile indicatorilor de activare a complementului, C3a (FIG. 50A) si C5b9 (FIG. 50B).

Fig. 51A-51B: Exprimarea citokinelor in NHP-uri splenectomizate. Sunt date nivelurile de IL-6 (FIG.
51A) si IL-10 (FIG. 51B).

Fig. 52A-52B: Nivelurile de IgM anti-PEG (FIG. 52A) si I1gG anti-PEG (FIG. 52B) sunt mult reduse in
absenta splinei.

Fig. 53A-53B este un set de grafice care ilustreaza productia de IgM anti-PEG dupd administrarea
formuldrilor de LNP.

FIG. 54 este o ilustrare schematica a inlocuirii unei fosfolipide cu o grupare zwitterionica diferita.

Fig. 55A -55B sunt un set de grafice care ilustreazd exprimarea ARNm Luc (FIG. 55A) si activarea
celulelor B (FIG. 55B) dupa administrarea formuldrilor de LNP la soareci CD-1. Soarecilor CD-1 1i s-au
administrat 0,05 mg/kg ARNm Luc si exprimarea Luc a fost misurata cu sase ore mai tarziu.

Fig. 56A-56E ilustreaza efectele formularii de LNP asupra exprimarii Luc si activdrii celulelor B. FIG.
56B este un grafic care ilustreaza exprimarea CD86 (activarea celulelor B) si FIG. 56C este un grafic care
ilustreazi nivelurile de exprimare ale Luc, misurate prin fluxul total. Structurile sunt prezentate in fig.
56A, 56D si 56E.

Fig. 57A-57C descriu efectele diferitelor formulari de LNP asupra celulelor B si a trombocitelor. FIG.
57A este un grafic care ilustreaza frecventele celulelor B activate la 24 de ore dupa doza. FIG. 57B este
un grafic care ilustreaza agregarea trombocitelor 1la 15 minute dupd dozid. FIG. 57C este un grafic care
ilustreaza recrutarea celulelor in agregatul plachetar.

Fig. 58A-58B ilustreazd efectele pozitive ale acidului oleic intr-un LNP. FIG. 58A ilustreaza nivelurile de
exprimare a luciferazei masurat prin fluxul total la 6 ore dupa livrare la soareci CD-1. FIG. 58B ilustreazi
activarea in vivo a celulelor B in splenocite de soarece la 24 de ore dupd administrare.

FIG. 59 este un grafic care ilustreaza concentratia de hEPO in timp. O marjad de exprimare imbunatifita
cu o particuld conform inventiei, spre deosebire de MC3, a fost demonstratd cu ARNm modificat chimic.
Fig. 60A-60C cste un set de grafice care ilustreazd un profil de activare imun imbunititit cu ARNm
modificat chimic in formuldrile de LNP conform inventiei. FIG. 60A este un grafic care ilustreazi
activarea in vivo a celulelor B la 24 de ore dupa administrarea particulelor incarcate cu hEPO sau PBS.
FIG. 60B este un grafic care ilustreaza concentratia de IL-6 la 6 ore dupad administrarea particulelor
incdrcate cu hEPO sau PBS. FIG. 60C este un grafic care ilustreazi concentratia de IP-10 la 6 ore dupa
administrarea de particule incarcate cu hEPO sau PBS.

FIG. 61 este un grafic care ilustreazd absorbtia de LNP de catre celulele B masuratd prin procentul de
celule B PE+ CD19+.

FIG. 62 cste un grafic care ilustreaza activarea celulelor B de citre LNP, mdsurata prin exprimarca CD86
pe celule D.

Fig. 63A-63B sunt un sct de grafice care ilustreaza cantitatea de IgM PEG produsa la 96 de ore dupi o a
doua dozi de LNP (FIG. 63A) sau la 96 de ore dupd o a treia dozd de LNP (FIG. 63B).

FIG. 64 cste un grafic care ilustreazd exprimarea hEPO la 6 ore dupd administrarea o datd pe saptimina
prin I'V a formularilor de ARNm hEPO - LNP in sdptimanile 1, 2, 3 si 4.

FIG. 65 este un grafic care ilustreazi productia de IgM anti-PEG la 96 de ore dupd o a treia dozd de
formuldri de ARNm - LNP hEPO.

FIG. 66 cste un grafic care ilustreazd datele dintr-un studiu cu doza unicd de LNP avand diverse
fosfolipide cu diferite grupdri de cap injectate prin IV la soareci CD-1. Fiecare fosfolipidd este misurata
la trei momente de timp (3, 6 si 24 de ore) dupd injectare. Structurile fosfolipidelor sunt prezentate in
FIG. 69.

Fig. 67A-67C sunt un set de grafice care ilustreaza eliberarea de citokine ca masura a activarii ex vivo a
celulelor B umane. Au fost masurate nivelurile de IFN-gama (FIG. 67A), LI-6 (FIG. 67) si TNF-alfa
(FIG. 67C).

FIG. 68 cste un grafic care ilustreaza nivelul de activare a celulelor B ca rezultat al diferitelor formulari
de LNP. Formularile de LNP, inclusiv acidul oleic, au demonstrat o activare redusd a celulelor B splenice.
FIG. 69 prezinta structuri de fosfolipide.

FIG. 70 este un grafic care ilustreazi nivelurile de exprimare a Luc dupa administrarea de LUC ARNm
incapsulat in diferite formulari de LNP compuse din PC noi si derivati de acid oleic la 3, 6 si 24 de ore in
continuare.

Fig. 71A-71B sunt un set de grafice care ilustreazd interactiunea/asocierea celulelor B cu diferite
formuldri de LNP, asa cum este evaluat printr-un procent de celule CD19+PE+. Mai multe formulari de
LNP sunt ilustrate in FIG. 71A. Acidul oleic si Cmpd125 sunt reprezentati in FIG. 71B.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

MD/EP 3386484 T2 2022.11.30
25

FIG. 72 este un set de grafice care ilustreaza activarea celulelor B cu diferite formulari LNP, asa cum este
evaluatd prin intensitatea mediand a fluorescentei de exprimare a CD86. Mai multe formulari de LNP sunt
descrise in FIG. 72A. Acidul oleic si Cmpd125 sunt ilustrafi in FIG. 72B.

Fig. 73A-73C sunt un set de grafice care ilustreaza exprimarea Luc cu diferite formuldri de LNP, asa cum
este evaluatd printr-o masurare a fluxului total la 3 ore (FIG. 73A), 6 ore (FIG. 73B) si 24 de ore (FIG.
73C) dupa o doza.

Fig. 74A-74B sunt grafice care ilustreazd exprimareca hEPO (pg/mL) la 6 ore dupa administrarea IV o
datd pe sdptdmana a formularilor ARNm-LNP hEPO in siptdmanile 1, 2 si 3.

FIG. 75 este un grafic care ilustreaza productia de IgM anti-PEG (ng/mL) la 96 de ore dupa administrarca
celei de-a doua doze de formuldri de LNP.

FIG. 76 este un grafic care ilustreazi exprimarea Luc a diferitelor formuldri de LNP. Exprimarea Luc a
fost evaluatd printr-o misurare a fluxului total (p/s) la 3 ore dupa o dozi, utilizind imagistica BLI a
intregului corp.

FIG. 77 este un grafic care ilustreazi activarea celulelor B. S-a mdsurat procentul de celule B activate
(CD86+ CD69+) in celulele CD19+ splenice pentru formularile de LNP.

FIG. 78 este un grafic care ilustreazi exprimarea EPO. Concentratia de EPO (ng/mL) a fost méasurati la
presangerare, 6 ore si 24 de ore, la fiecare dintre cele 6 sdptimani.

FIG. 79 este un grafic care ilustreaza exprimarea hEPO (ng/mL) la predoza, 2 ore, 6 ore, 12 ore, 24 ore,
48 ore s1 72 de ore dupd administrarea IV o data pe sdptimana a formularilor hREPO ARNm-LNP.

FIG. 80 este un grafic care ilustreaza nivelurile de IgM anti-PEG (U/mL) dupd administrarea IV o dati pe
sdptdmana a formuldrilor REPO ARNm-LNP.

FIG. 81 este un grafic care ilustreaza nivelurile de IgG anti-PEG (U/mL) dupd administrarca IV o dati pe
sdptdmana a formuldrilor de hEPO ARNm - LNP.

FIG. 82 este un grafic care ilustreazd activarea celulelor B. S-a masurat procentul de celule B activate
(CD86+ CD27+) in celulele CD19+ pentru formularile de LNP.

FIG. 83 este un grafic care ilustreaza activarea monocitelor masuratd pentru formulirile de LNP.

Fig. 84A-84B sunt grafice care ilustreaza exprimarea EPO. Concentratia de EPO (ng/mL) a fost misurata
la 2 ore, 6 ore, 12 ore, 24 ore si 48 de ore dupa prima injectie si a cincea injectie.

Fig. 85A-85E sunt grafice care ilustreazd exprimarea EPO. Concentratia de EPO (ng/mL) a fost masurati
in ziua 1 si ziua 29 la 2 ore, 6 ore, 12 ore, 24 ore si 48 de ore pentru fiecare grup de co-medicatie.

Fig. 86A-86C sunt grafice care ilustreazd populatii de celule imune. Ilustreazd procentul de celule B
(FIG. 86A), celule Bla (FIG. 86B) si monocite (FIG. 86C) in PBMC-uri pentru fiecare grup de co-
medicatie in ziua -7, la 24 de ore dupd prima injectie si la 24 de ore dupa a cincea injectie.

FIG. 87 este un grafic care ilustreazd activarea celulelor B. Procentul de celule B activate in celulele B
circulante a fost masurat pentru fiecare grup de co-medicatie in ziua -7, la 24 de ore dupd prima injectie si
la 24 de ore dupi a cincea injectie.

FIG. 88 este un grafic care ilustreaza activarea monocitelor. Procentul de monocite/macrofage activate in
PBMC circulante a fost masurat pentru fiecare grup de co-medicatie in ziua -7, la 24 de ore dupa prima
mjectie si la 24 de ore dupa a cincea injectie.

Fig. 89A-89B sunt grafice care ilustreaza rispunsul anti-PEG. Nivelurile de IgM anti-PEG (U/mL) (FIG.
89A) si nivelurile de I1gG anti-PEG (U/mL) (FIG. 89B) au fost masurate pentru fiecare grup de co-
medicatie la momentul initial, ziva 9 dupd prima injectie si ziua 34 dupa a cincea injectie.

Fig. 90A-90B sunt doud grafice care ilustreaza nivelurile de IgM anti-PEG (U/mL) si nivelurile de EPO
(ng/mL) in doud dintre grupurile din FIG. 78: C57BI6J (FIG. 90A) si slgM-/- (FIG. 90B). In FIG. 90A,
nivelurile de IgM anti-PEG sunt reprezentate grafic cu cercuri gri deschis; in FIG. 90B. ele sunt
reprezentate cu cercuri negre. Concentratiile de EPO sunt indicate prin cercuri negre (FIG. 90A) si patrate
negre (FIG. 90B).

Fig. 91A-91B: Efectul co-medicatiei asupra ABC in NHP. Co-medicatia amelioreazd productia de
citokine (IL-6) in NHP-uri (FIG. 91A) si co-medicatia cu Gilcnya reduce productia de IgM anti-PEG, in
concordantd cu ABC redus (FIG. 91B).

FIG. 92: Celulele B prolifereazd in prezenta LNP-urilor DSPC. Celulele splenice au fost colorate cu
CFSE si dupd spilare, incubate cu IL-6, anti-BCR, lipozomi DOPC, LNP DSPC care contine ARNm,
LNP DSPC care contine ARNsi sau LNP gol timp de 4 zile 1a 37°C. In ziva 4, celulele au fost recoltate,
spdlate si colorate pentru markerii de suprafata (CD19 si CD3) inainte de a fi masurate pe un citometru in
flux BDFortessa si analizate cu software-ul ModFit 4.1.

FIG. 93: LNP-urile DSPC induc cliberarea de calciu in celulele B. Celulele splenice au fost colorate cu
Calcium Sensor Dye eFluor® 514, CD19 si CD3. Dupa spilare, s-a obtinut o linie de bazi pentru calciu
timp de 30 de secunde pe un citometru in flux BDFortessa. Imediat dupd aceasta, celulele au fost incubate
cu LNP-uri DSPC continAind ARNm, lipozomi DOPC, LNP-uri oleice sau anti BCR si semnalul de calciu
a fost achizitionat timp de 360 de secunde. Apoi, la celule a fost addugat un cocktail de stimulare celulard
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si semnalul a fost achizitionat pentru incd 30 de secunde. Analiza a fost efectuata folosind software-ul
ModFit 4.1.

DESCRIEREA DETALIATA

Aceasta dezviluire furnizeazd compusi si compozitii care cuprind lipide care nu sunt supusi la
ABC si/sau care au o toxicitate redusd, precum si metode de administrare a LNP-urilor unui subiect fara a
promova rispunsuri la medicamente legate de LNP, inclusiv ABC si toxicitatea indusd de LNP (de
exemplu, coagulopatie, coagulare intravasculard diseminati, tromboza vasculard, CARPA, APR sau o
combinatie a acestora).

Compusii si compozitiile care cuprind lipide sunt compusi si compozitii care cuprind sau sunt
conjugati la una sau mai multe lipide. Acesti agenti pot fi denumiti aici ca agenti conjugati cu lipide sau
agenti lipidafi. Alternativ, astfel de lipide pot incapsula agenti cum ar fi agenti profilactici, terapeutici si
de diagnostic. Acesti agenti pot fi denumifi aici agenti incapsulati in lipide sau agenti incapsulati in
nanoparticule lipidice (LNP).

Astfel, trebuic sd se infeleagd cd aceastd dezvaluire furnizeazd compusi si compozitii
imbundtatite pentru reducerea sau eliminarea ABC-ului si a toxicitdtii la administrarea in vivo. Pentru
conciziune, aceastd dezviluire se poate referi totusi, in unele cazuri, la compozitii sau formulari cum ar fi
nanoparticule lipidice sau LNP-uri. Aceasta este destinatd unor scopuri de exemplificare si trebuie inteles
c diferitele invatituri furnizate aici se aplicd in mod egal compusilor individuali, cum ar fi compusii
conjugati cu lipide, cu exceptia cazului in care se specifica altfel in mod explicit.

Clearance-ul accelerat al sangelui

Inventia furnizeazi compusi, compozifii si metode de utilizare a acestora pentru reducerea
efectului de ABC asupra unui agent activ administrat repetat, cum ar fi un agent activ biologic. Dupd cum
va fi evident, reducerea sau eliminarea totald a efectului ABC-ului asupra unui agent activ administrat
creste eficient timpul de injumadtdtire si astfel eficacitatea acestuia.

In unele variante de realizare, termenul de reducere a ABC-ului se referd la orice reducere a
ABC-ului in comparatie cu un LNP martor de referintd pozitiv care induce ABC, cum ar fi un LNP MC3.
LNP-urile care induc ABC determind o reducere a nivelurilor circulante ale unui agent activ la o a doua
administrare sau la o administrare ulterioard intr-un interval de timp dat. Astfel, o reducere a ABC se
referd la un clearance mai scazut al agentului circulant la o a doua dozi sau o doza ulterioara de agent,
comparativ cu un LNP standard. Reducerea poate fi, de exemplu, de cel putin 10%, 15%, 20%, 25%,
30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 10%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98%, sau 100%. in
unele variante de realizare reducerea este de 10-100%, 10-50%, 20-100%, 20-50%, 30-100%, 30-50%,
40%-100%, 40-80%, 50-90%, sau 50-100%. Alternativ, reducerea ABC-ului poate fi caracterizati ca
avand cel putin un nivel detectabil de agent circulant dupd o a doua administrare sau o administrare
ulterioard sau o crestere de cel putin 2 ori, 3 ori, 4 ori, 5 ori a agentului circulant in raport cu agentul
circulant dupi administrarea unui LNP standard. in uncle variante de realizare reducerea este de 2-100
ori, 2-50 ori, 3-100 ori, 3-50 ori, 3-20 ori, 4-100 ori, 4-50 ori, 4-40 ori, 4-30 ori, 4-25 ori, 4-20 ori, 4-15
ori, 4-10 ori, 4-5 ori, 5 - 100 ori, 5-50 ori, 5-40 ori, 5-30 ori, 5-25 ori, 5-20 ori, 5-15 ori, 5-10 ori, 6-100
ori, 6-50 ori. 6-40 ori, 6-30 ori, 6-25 ori, 6-20 ori, 6-15 ori, 6-10 ori, 8-100 ori. 8-50 ori, 8-40 ori, 8-30 ori,
8-25 ori, 8-20 ori, 8-15 ori, 8-10 ori, 10-100 ori, 10-50 ori, 10-40 ori, 10-30 ori, 10-25 ori. 10-20 ori. 10-
15 ori, 20-100 ori, 20-50 ori. 20-40 ori, 20-30 ori, sau 20-25 ori.

Dezviluirea furnizeazd compusi si compozitii care confin lipide care sunt mai putin susceptibili
la clearance si, prin urmare, au un timp de injumdtitire mai lung in vivo. Acesta este in special cazul in
care compozifiille sunt destinate administririi repetate, inclusiv administririi cronice, si chiar mai
particular atunci cand o astfel de administrare repetatd are loc in cateva zile sau saptidmani.

Semnificativ, aceste compozitii sunt mai putin susceptibile sau ocolesc cu totul fenomenul
observat de clearance accelerat a singelui (ABC). ABC-ul este un fenomen in care anumiti agenti
administrati exogen sunt indepartati rapid din singe la a doua administrare si cele ulterioare. Acest
fenomen a fost observat, partial, pentru o varietate de compozitii care contin lipide, incluzand, dar fard a
se limita la, agenti lipidati, lipozomi sau alte vehicule de livrare pe bazi de lipide si agenti incapsulati in
lipide. Pana acum, baza ABC-ului a fost slab inteleasd si, in unele cazuri, atribuitd unui rispuns imun
umoral si, in consecintd, strategiile pentru limitarea impactului siu in vivo, in special intr-un cadru clinic,
au ramas evazive.

Aceasta dezvaluire furnizeaza compusi si compozitii care sunt mai putin sensibile, dacd nu sunt
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deloc sensibile, la ABC. In uncle aspecte importante, astfel de compusi si compozitii sunt compusi sau
compozifii care cuprind lipide. Compusii sau compozitiile care contin lipide din aceastd dezvaluire, in
mod surprinzitor, nu prezinti ABC la a doua administrare si una ulterioard in vivo. Aceasti rezistentd la
ABC face ca acesti compusi si compozitii sd fie deosebit de adecvati pentru utilizare repetatd in vivo,
inclusiv pentru utilizarea repetatd in perioade scurte de timp, inclusiv zile sau 1-2 sdptidmani. Aceastd
stabilitate si/sau timp de injumatafire imbunatitite se datoreaza, in parte, incapacititii acestor compozitii
de a activa celulele Bla si/sau B1b si/sau celulele B conventionale, pDC-urile si/sau trombocitele.

Prin urmare, aceastd dezviluire asigurd o clucidare a mecanismului care sti la baza clearance-
ului accelerat al sangelui (ABC). S-a descoperit, in conformitate cu aceastd dezviluire si inventiile
furnizate aici, cd fenomenul de ABC cel putin in ceea ce priveste lipidele si nanoparticulele lipidice este
mediat, cel putin partial, de un rdspuns imun inniscut care implicd celule Bla si/sau Blb, pDC si/sau
trombocite. Celulele Bla sunt in mod normal responsabile pentru secretarea de anticorpi naturali, sub
forma de IgM circulanti. Aceastad IgM este poli-reactiva, ceea ce inscamni ca este capabild si se lege la o
varietate de antigeni, desi cu o afinitate relativ scizuta pentru fiecare.

S-a descoperit, in conformitate cu inventia, cd unii agenti lipidati sau formuldri care contin
lipide, cum ar fi nanoparticulele lipidice administrate in vivo declanseazd si sunt supuse la ABC. S-a
descoperit acum, in conformitate cu inventia, ca la administrarea unei prime doze de LNP, una sau mai
multe celule implicate in generarea unui raspuns imun inndscut (denumite aici senzori) leagd un astfel de
agent, sunt activate si apoi initiaza o cascada de factori imuni (denumiti aici efectori) care promoveaza
ABC-ul si toxicitatea. De exemplu, celulele Bla si B1b se pot lega de LNP, se pot activa (individual sau
in prezenta altor senzori, cum ar fi pDC si/sau efectori precum IL6) si secreta IgM naturald care se leaga
de LNP. IgM naturala preexistentd la subiect se poate, de asemenea, sd recunoasca si sa se lege de LNP,
declansand astfel fixarea complementului. Dupad administrarea primei doze, producerea de IgM naturala
incepe in 1-2 ore de la administrarea LNP-ului. Tipic, in aproximativ 2-3 sdptdmani, IgM naturald este
eliminati din sistem datoritd timpului de injumitatire natural al IgM. IgG naturala este produsd incepind
cu aproximativ 96 de ore dupd administrarca LNP-ului. Agentul, atunci cind este administrat intr-un
cadru naiv, isi poate exercita efectele biologice relativ neingreunat de IgM naturald produsd dupd
activarea celulelor Bla sau a celulelor B1b sau a IgG naturald. IgM naturald si IgG naturald sunt
nespecifice si, prin urmare, sunt diferite de IgM anti-PEG si IgG anti-PEG.

Desi solicitantul nu este legat de mecanism, se propune cd LNP-urile declanseazd ABC-ul si/sau
toxicitatea prin urmitoarele mecanisme. Se crede cd atunci cind un LNP este administrat unui subiect,
LNP-ul este transportat rapid prin sange la splind. LNP-urile pot intilni celule imune in singe si/sau
splind. Un rdspuns imun inndscut rapid este declansat ca raspuns la prezenta LNP-ului in singe si/sau
splind. Solicitantul a aratat aici cd, in citeva ore de la administrarea unui LNP, mai mulfi senzori imuni au
reactionat la prezenta LNP-ului. Acesti senzori includ, dar nu sunt limitati la, celule imune implicate in
generarea unui raspuns imun, cum ar fi celulele B, pDC si trombocitele. Senzorii pot fi prezenti in splind,
cum ar fi in zona marginald a splinei si/sau in sange. LNP-ul poate interactiona fizic cu unul sau mai
multi senzori, care pot interactiona cu alti senzori. Intr-un astfel de caz, LNP-ul interactioneazi direct sau
indirect cu senzorii. Senzorii pot interactiona direct unul cu celdlalt ca rispuns la recunoasterea LNP-ului.
De exemplu, multi senzori sunt localizati in splind si pot interactiona cu usurintd unul cu celdlalt.
Alternativ, unul sau mai multi senzori pot interactiona cu LNP-ul din singe si pot deveni activati.
Senzorul activat poate interactiona apoi direct cu alti senzori sau indirect (de exemplu, prin stimularea sau
producerea unui mesager, cum ar fi o citokind, de exemplu, 11.6).

In uncle variante de realizare, LNP-ul poate interactiona direct cu si activa fiecare dintre
urmdtorii senzori: pDC, celule Bla. celule B1b, si trombocite. Aceste celule pot interactiona apoi direct
sau indirect una cu cealaltd pentru a initia producerea de efectori care conduc in cele din urma la ABC
si/sau toxicitate asociatd cu doze repetate de LNP. De exemplu, solicitantul a ardtat cd administrarea de
LNP conduce la activarea pDC, agregarea si activarea trombocitelor si activarea celulelor B. Ca raspuns
la LNP, trombocitele de asemenea, se agregeaza si sunt activate si se agregeaza cu celule B. Celulele pDC
sunt activate. S-a descoperit cd LNP-ul interactioneaza relativ rapid cu suprafata trombocitelor si a
celulelor B. Blocarea activdrii oricdruia dintre acesti senzori sau combinatii ca raspuns la LNP este utila
pentru atenuarea raspunsului imun care ar avea loc in mod obisnuit. Aceasti atenuare a raspunsului imun
are ca rezultat evitarea ABC-ului si/sau a toxicitatii.

Senzorii odatd activati produc efectori. Un efector, asa cum este utilizat aici, este o moleculd
imund produsd de o celuld imunitard, cum ar fi o celuld B. Efectorii includ, dar nu se limiteaza la,
imunoglobulind cum ar fi IgM naturala si IgG naturald si citokine cum ar fi IL6. Celulele Bla si Blb
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stimuleazd productia de IgM naturale in 2-6 ore dupad administrarea unui LNP. IgG naturald poate fi
detectatd in 96 de ore. Nivelurile de IL6 cresc in cateva ore. IgM si IgG naturale circuld in organism timp
de cateva zile pani la citeva siptimani. In acest timp, efectorii circulan{i pot interactiona cu LNP-urile
nou administrate, declansand eliminarea de catre organism a acestor LNP-uri. De exemplu, un efector
poate recunoaste si se poate lega de un LNP. Regiunea Fc a efectorului poate fi recunoscuti si poate
declansa absorbtia LNP-ului decorat de citre macrofage. Macrofagele sunt apoi transportate in splind.
Producerea de cfectori de citre senzorii imuni este un rispuns tranzitoriu care s¢ corcleazd cu
sincronizarca observatd pentru ABC.

Dacd doza administrati este a doua doza administratd sau urmatoarea si dacd o astfel de a doua
dozd sau urmitoarea dozd este administratid inainte ca IgM si/sau IgG naturale induse anterior si fie
eliminate din sistem (de exemplu, inainte de perioada de timp fereastrd 2-3), atunci o astfel de a doua
dozd sau o dozd ulterioard este vizatd de IgM naturald circulantd si/sau IgG naturald sau Fc care
declanseaza activarea cdii alternative a complementului si este ea insisi eliminatd rapid. Cand LNP-urile
sunt administrate dupa ce efectorii s-au eliminat din organism sau sunt reduse ca numir, ABC nu este
observat.

Astfel, este util in conformitate cu aspectele inventiei sd se inhibe interactiunea dintre LNP si
unul sau mai multi senzori, s se inhibe activarea unuia sau mai multor senzori de cétre LNP (direct sau
indirect), sd se inhibe producerea unuia sau mai multor efectori, si/sau sd se inhibe activitatea unuia sau
mai multor efectori. In unele variante de realizare, LNP-ul este proiectat pentru a limita sau bloca
mteractiunea LNP-ului cu un senzor. De exemplu, LNP-ul poate avea un PC si/sau PEG modificat pentru
a preveni interactiunile cu senzorii. Alternativ sau suplimentar, un agent care inhiba raspunsurile imune
induse de LNP-uri poate fi utilizat pentru a se obfine unul sau mai multe dintre aceste efecte.

De asemenea, s-a determinat faptul cd, celulele B conventionale sunt, de asemenea, implicate in
ABC. Specific, la prima administrare a unui agent, celulele B conventionale, denumite aici CD19(+), se
leaga la agent si reactioneazd impotriva acestuia. Spre deosebire de celulele Bla si Blb, celulele B
conventionale sunt capabile si creeze mai intdi un raspuns de IgM (incepand la aproximativ 96 de ore
dupd administrarca LNP-urilor) urmat de un rispuns de IgG (incepand la aproximativ 14 zile dupa
administrarea LNP-urilor) concomitent cu un raspuns de memorie. Astfel, celulele B conventionale
reactioneazd impotriva agentului administrat si contribuie la IgM (si eventual IgG) care mediaza ABC-ul.
IgM-ul si IgG-ul sunt tipic IgM anti-PEG si IgG anti-PEG.

Este avut in vedere cd, in unele cazuri, cea mai mare parte a raspunsului de ABC este mediat de
celulele Bla si prin rispunsurile imune mediate de Bla. Este avut in plus in vedere cd, in unele cazuri,
raspunsul de ABC este mediat atit de IgM cét si de IgG, att cu celule B conventionale cat si celule Bla
mediind astfel de efecte. Inci in si alte cazuri, rdspunsul de ABC este mediat de molecule IgM naturale,
dintre care uncle sunt capabile si se¢ lege la IgM natural, care poate fi produs de celulele Bla activate.
IgM-urile naturale se pot lega la una sau mai multe componente ale LNP-urilor, de exemplu, legarea la o
componentd de fosfolipida a LNP-urilor (cum ar fi legarea la fragmentul PC al fosfolipidei) si/sau legarea
la o componentd PEG-lipidd a LNP-urilor ( cum ar fi legarea la PEG-DMG, in special, legarea la
fragmentul PEG al PEG-DMG). Deoarece Bla exprimad CD36, la care fosfatidilcolina este un ligand, se
considera cd receptorul de CD36 poate media activarea celulelor Bla si astfel productia de IgM naturala.
Inci in alte cazuri, tispunsul de ABC este mediat in primul rind de celule B conventionale.

S-a constatat, in conformitate cu inventia, cd fenomenul de ABC poate fi redus sau abrogat, cel
putin parfial, prin utilizarea compusilor si compozitiilor (cum ar fi agenti, vehicule de livrare si formulari)
care nu activeaza celulele Bla. Compusii si compozitiile care nu activeaza celulele Bla pot fi denumiti
aici compusi si compozitii inerfi la Bla. S-a descoperit, in plus, in conformitate cu inventia, cd fenomenul
de ABC poate fi redus sau abrogat, cel pufin partial, prin utilizarea unor compusi si compozitii care nu
activeazi celulele B conventionale. Compusii si compozitiile care nu activeaza celulele B conventionale
pot fi denumite aici, in unele variante de realizare, compusi si compozitii inerte la CD19. Astfel, in unele
variante de realizare furnizate aici, compusii si compozitiile nu activeazad celulele Bla si nu activeaza
celulele B convenfionale. Compusii si compozitiile care nu activeazd celulele Bla si celulele B
conventionale pot fi denumite aici, in unele variante de realizare, compusi si compozifii inerfi la
B1a/CD19.

Aceste mecanisme subiacente nu au fost infelese pana acum si rolul celulelor Bla si Blb si de
asemenea, nu a fost apreciatd interactiunea lor cu celulele B conventionale in acest fenomen.
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In consecinti, aceasti dezviluire furnizeazi compusi si compozitii care nu promoveazi ABC-ul.
Acestea pot fi caracterizate in plus, ca fiind incapabile de a activa celulele Bla si/sau B1b, trombocitele
si/sau pDC si, optional, celulele B conventionale. Acesti compusi (de exemplu, agenti, incluzand agenti
biologic activi, cum ar fi agenti profilactici, agenti terapeutici si agenti de diagnostic, vehicule de livrare,
inclusiv lipozomi, nanoparticule lipidice si alte structuri de incapsulare pe bazd de lipide, efc.) si
compozifii (de exemplu, formuldri, efc.) sunt de dorit in special pentru aplicafiile care necesiti
administrarea repetatd, si in special administriri repetate care au loc in perioade scurte de timp (de
exemplu, in 1-2 sdptidmani). Acesta este cazul, de exemplu, daci agentul este un medicament pe bazi de
acid nucleic care este furnizat unui subiect la intervale regulate, apropiate Descoperirile furnizate aici pot
fi aplicate acestor si altor agenti care sunt administrati similar si/sau care sunt supusi ABC-ului.

De interes deosebit sunt compusii care cuprind lipide, particule care cuprind lipide si
compozitiile care cuprind lipide, deoarece acestea sunt cunoscute a fi sensibile la ABC. Astfel de compusi
si compozitii care cuprind particule de lipide au fost utilizate pe scard largd ca agenti biologic activi sau
ca vehicule de livrare pentru astfel de agenti. Astfel, capacitatea de a-si imbunititi eficacitatea unor astfel
de agenti, fie prin reducerea efectului ABC asupra agentului in sine, fie asupra vehiculului su de livrare,
este beneficd pentru o mare varietate de agenfi activi.

De asemenea, aici sunt furnizate compozitii care nu stimuleazad sau nu amplifica un rispuns in
faza acutd (ARP) asociat cu administrarea de doze repetate a unuia sau mai multor agenti biologic activi.

Compozitia, in unele cazuri, poate sd nu se lege la IgM, incluzind, dar fard a se limita la IgM
naturala.

Compozitia, in unele cazuri, poate si nu se lege la o proteind de fazd acutd, cum ar fi, dar fard a
se limita la, proteina C-reactiva.

Compozitia, in unele cazuri, poate sd nu declanseze un raspuns imun mediat de CD5(+). Asa
cum este utilizat aici, un raspuns imun mediat de CD5(+) este un rispuns imun care este mediat de
celulele Bla si/sau Blb. Un astfel de raspuns poate include un rispuns ABC, un raspuns in fazd acuti,
inducerea de IgM si/sau IgG naturale si altele asemenea.

Compozitia, in unele cazuri, poate s nu declanseze un raspuns imun mediat de CD19(+). Asa
cum este utilizat aici, un raspuns imun mediat de CD19(+) este un rdspuns imun care estc mediat de
celulele B CD19(+), CD5(-) conventionale. Un astfel de raspuns poate include inducerea de IgM,
inducerea de IgG, inducerea celulelor B de memorie, un rispuns ABC, un riaspuns de anticorp
antimedicament (ADA) incluzand un rdspuns anti-proteic in care proteina poate fi incapsulatd intr-un
LNP si altele asemenea.

Celulele Bla sunt un subset de celule B implicate in imunitatea inndscutd. Aceste celule sunt
sursa de IgM circulant, denumit anticorp natural sau anticorp seric natural. Anticorpii IgM naturali sunt
caracterizati ca avand o afinitate slaba pentru un numar de antigeni si, prin urmare, sunt denumiti "poli-
specifici” sau "poli-reactivi", indicand capacitatea lor de a se lega la mai mult de un antigen. Celulele Bla
nu sunt capabile si produci IgG. in plus, ele nu se dezvoltd in celule cu memorie si, prin urmare, nu
contribuie la un rdaspuns imun adaptativ. Cu toate acestea, ele sunt capabile si secrete IgM la activare.
IgM secretatd este de obicei eliminatd in aproximativ 2-3 sdptimani, moment in care sistemul imunitar
devine relativ naiv fati de antigenul administrat anterior. Daca acelasi antigen este prezentat dup aceastd
perioadd de timp (de exemplu, la aproximativ 3 sdptimani dupd expunerea initiald), antigenul nu este
curitat rapid In orice caz, semnificativ, dacd antigenul este prezentat in acea perioadad de timp (de
exemplu, in decurs de 2 sdptdmani, inclusiv in decurs de 1 sdptdmana sau in citeva zile), atunci antigenul
este eliminat rapid. Aceasta intarziere intre doze consecutive a ficut ca anumiti agenti terapeutici sau de
diagnostic care contin lipide sa fie inadecvati pentru utilizare.

La oameni, celulele Bla sunt CD19(+), CD20(+), CD27(+), CD43(+), CD70(-) si CD5(+). La
soareci, celulele Bla sunt CD19(+), CD5(+), si CD45 celuld B izoforma B220(+). Exprimarea CDS5 este
cea care distinge de obicei celulele Bla de alte celule B conventionale. Celulele Bla pot exprima niveluri
ridicate de CDS si, pe aceastd baza, pot fi distinse de alte celule B-1, cum ar fi celulele B-1b, care
exprimd niveluri scdzute sau nedetectabile de CDS. CDS este o glicoproteind de suprafata a celulei panT.
Celulele Bla exprimd, de asemenea, CD36, cunoscut si sub numele de translocaza a acizilor grasi. CD36
este un membru al familiei de receptori scavenger de clasd B. CD36 poate lega multi liganzi, inclusiv
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lipoproteinele oxidate cu densitate joasd, lipoproteinele native, fosfolipidele oxidate si acizii grasi cu lant
lung.

Celulele B1b sunt un alt subset de celule B implicate in imunitatea inndscutd. Aceste celule sunt
o alta sursa de IgM naturald circulanti. Mai multi antigeni, inclusiv PS, sunt capabili si induca imunitate
independent de celulele T prin activarea B1b. CD27 este de obicei reglat ascendent pe celulele B1b ca
raspuns la activarea antigenului. Similar cu celulele Bla, celulele B1b sunt de obicei localizate in anumite
locatii ale corpului, cum ar fi splina si cavitatea peritoneald si au o abundenta foarte scazutd in singe. IgM
naturald secretatd de B1b este de obicei eliminata in aproximativ 2-3 sdptdmani, moment in care sistemul
imunitar devine relativ naiv fatd de antigenul administrat anterior. Dacd acelasi antigen este prezentat
dupa aceastd perioadd de timp (de exemplu, la aproximativ 3 sdptdméni dupd expunerea initiald),
antigenul nu este curdtat rapid. Cu toate acestea, este semnificativ ca, daci antigenul este prezentat in acea
perioada de timp (de exemplu, in decurs de 2 sdptidmani, inclusiv in decurs de 1 sdptdmana sau in cateva
zile), atunci antigenul este eliminat rapid. Aceastd intirziere intre doze consecutive a ficut ca anumiti
agenti terapeutici sau de diagnostic care contin lipide s fie inadecvati pentru utilizare.

In uncle variante de realizare este de dorit si se blocheze activarea celulelor Bla si/sau Blb. O
strategie pentru blocarea activdrii celulelor Bla si/sau B1b implicd, determinarea componentelor unei
nanoparticule lipidice care promoveazd activarea celulelor B si neutralizarea acelor componente. S-a
descoperit aici ca cel putin PEG si fosfatidilcolina (PC) contribuie la interactiunea celulelor Bla si B1b cu
alte celule si/sau la activare. PEG poate juca un rol in promovarea agregirii dintre celulele Bl si
trombocite, ceea ce poate conduce la activare. PC (o lipidd helper in LNP-uri) este, de asemenea,
implicati in activarea celulelor B1, probabil prin interactiunea cu receptorul CD36 de pe suprafata celulei
B. Numeroase particule care au alternative PEG-lipidice, lipide fard PEG si/sau inlocuitori de PC (de
exemplu, acid oleic sau analogi ai acestuia) au fost proiectate si testate. Solicitantul a stabilit ca inlocuirea
uneia sau mai multor dintre aceste componente intr-un LNP care altfel ar promova ABC la administrarea
repetatd, este utild in prevenirea ABC-ului prin reducerea productiei de IgM naturale si/sau activarea
celulelor B. Astfel, inventia cuprinde LNP-uri care au un ABC redus ca rezultat al unui model care
elimind includerea declansatorilor de celule B.

O alta strategie pentru blocarea activarii celulelor Bla si/sau B1b implica utilizarea unui agent
care inhibd raspunsurile imune induse de LNP-uri. Aceste tipuri de agenti sunt discutate mai detaliat mai
jos. In unele variante de realizare, acesti agenti blocheazi interactiunea dintre celulele Bla/B1b si LNP-ul
sau trombocite sau pDC. De exemplu, agentul poate fi un anticorp sau un alt agent de legare care
blocheazi fizic interactiunea. Un exemplu in acest sens este un anticorp care se leagd de CD36 sau CD6.
Agentul poate fi, de asemenea, un compus care previne sau dezactiveazi semnalizarea celulei Bla/B1b
odatd activatd sau inainte de activare. De exemplu, este posibil sd se blocheze una sau mai multe
componente din cascada de semnalizare Bla/B1b care rezultd din interactiunea celulelor B cu LNP sau
alte celule imune. In alte variante de realizare, agentul poate actiona unul sau mai multi efectori produsi
de celulele Bla/B1b dupa activare. Acesti efectori includ, de exemplu, IgM naturale si citokine.

S-a demonstrat, in conformitate cu aspectele inventiei, cd atunci cand activarea celulelor pDC
este blocatd, activarea celulelor B ca rdspuns la LNP este scazutd Astfel, pentru a evita ABC-ul si/sau
toxicitatea, poate fi de dorit sd se prevind activarea pDC. Similar cu strategiile discutate mai sus, activarea
celulelor pDC poate fi blocatd de agenti care interfereazi cu interactiunea dintre pDC si LNP si/sau
celulele B/trombocite. Alternativ, unii agenti care actioneazi asupra pDC pentru a bloca capacitatea
acestuia de a se activa sau asupra efectorilor sai pot fi utilizati impreund cu LNP pentru a evita ABC-ul.

Trombocitele joacd, de asemenea, un rol important in ABC si toxicitate. Foarte rapid, dupa ce o
prima dozi de LNP este administratd unui subiect, trombocitele se asociazd cu LNP-ul, se agregheazi si
sunt activate. In unele variante de realizare este de dorit si se blocheze agregarea si/sau activarea
trombocitelor. O strategie pentru blocarea agregirii si/sau activdrii trombocitelor implicd determinarea
componentelor unei nanoparticule lipidice care promoveazi agregarea si/sau activarea trombocitelor si
neutralizarea respectivei componente. S-a descoperit aici cd, cel putin PEG contribuie la agregarea,
activarea si/sau interactiunea trombocitelor cu alte celule. Au fost proiectate si testate numeroase particule
alternative PEG-lipidd si fard PEG. Solicitantul a stabilit ca inlocuirea uneia sau mai multora dintre aceste
componente intr-un LNP care altfel ar promova ABC-ul la administrarea repetatd, este utild in prevenirea
ABC-ului prin reducerea productiei de IgM naturale si/sau agregirii trombocitelor. Astfel, inventia
cuprinde LNP-uri care au un ABC redus ca rezultat al unui model care elimind includerea declansatorilor
de trombocite. Alternativ, agentii care actioneaza asupra trombocitelor pentru a le bloca activitatea odati
ce sunt activate sau asupra efectorilor acestora pot fi utilizati impreuna cu LNP-ul pentru a evita ABC-ul.
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Mdsurarea activitatii ABC si activititilor inrudite

Diferiti compusi si compozifii furnizate aici, inclusiv LNP-uri, nu promoveaza activitatea ABC
la administrare in vivo. Aceste LNP-uri pot fi caracterizate si/sau identificate prin oricare dintre
numeroase teste, cum ar fi, dar fard a se limita la cele descrise mai jos, precum si oricare dintre testele
dezvaluite in sectiunea Exemple, care include subsectiunea de metode din Exemple

In uncle variante de realizare, metodele implici administrarea unui LNP fari a produce un
raspuns imun care promoveazi ABC-ul. Un raspuns imun care promoveaza ABC-ul implica activarca
unuia sau mai multor senzori, cum ar fi celulele B1, pDC sau trombocitele, si unuia sau mai multor
efectori, cum ar fi IgM naturald, IgG naturala sau citokine cum ar fi IL6. Astfel, administrarea unui LNP
fard a produce un raspuns imun care promoveaza ABC-ul, implica cel putin administrarea unui LNP fara
activarea semnificativi a unuia sau mai multor senzori si producerea semnificativa a unuia sau mai multor
efectori. Semnificativ, utilizat in acest context, se referd la o cantitate care ar conduce la consecinfa
fiziologica a clearance-ului sanguin accelerat a totalititii sau a unei parti a unei a doua doze in raport cu
nivelul de clearance sanguin asteptat pentru o a doua dozd de LNP care declanseazi un ABC. De
exemplu, rdspunsul imun ar trebui sa fie atenuat astfel incit ABC-ul observat dupa a doua doza sa fie mai
mic decét ar fi asteptat pentru un LNP care declanseaza ABC.

Testul de activare a Bla sau B1b

Anumite compozifii furnizate in aceastd dezvaluire nu activeazi celulele B, cum ar fi celulele
Bla sau B1b (CDI9+ CD5+) si/sau celulele B conventionale (CD19+ CD35-). Activarea celulelor Bla, a
celulelor B1b sau a celulelor B conventionale poate fi determinatd intr-un numar de modalitati, dintre care
unele sunt furnizate mai jos. Populatia de celule B poate fi furnizatd ca populatii de celule B fractionate
sau nefractionate de populatii splenocite sau celule mononucleare din sange periferic (PBMC). Daci este
aceasta din urmd, populatia de celule poate fi incubatd cu LNP-ul ales pentru o perioadd de timp si apoi
recoltatd pentru analiza ulterioard. Alternativ, supernatantul poate fi recoltat si analizat.

Reglarea ascendentd a activarii exprimdrii unui marker de suprafatd a celulei

Activarea celulelor Bla, a celulelor B1b sau a celulelor B conventionale poate fi demonstrata ca
exprimare crescutd a markerilor de activare a celulelor B, incluzind markeri de activare tardiva, cum ar fi
CDS86. intr-un test exemplificativ nelimitator, celulele B nefractionate sunt furnizate ca o populatic de
splenocite sau ca o populatie de PBMC, incubate cu un LNP la alegere pentru o anumita perioada de timp
si apoi colorate cu un marker de celule B standard, cum ar fi CD19 si cu un marker de activare cum ar fi
CD86 si analizate utilizind, de exemplu, citometria in flux. Un martor negativ adecvat implica incubarea
aceleiasi populatii cu mediu si apoi efectuarea acelorasi etape de colorare si vizualizare. O crestere a
exprimarii CD86 in populatia de testat in comparatie cu martorul negativ indica activarea celulelor R

Eliberarea de citokine proinflamatorii

Activarea celulelor B poate fi, de asemenea, evaluata printr-un test de eliberare a citokinelor. De
exemplu, activarea poate fi evaluati prin producerea si/sau secretia de citokine cum ar fi IL-6 si/sau TNF-
alfa la expunerea cu LNP-uri de interes.

Astfel de teste pot fi efectuate utilizind teste de rutind de secretie de citokine bine cunoscute in
domeniu. O crestere a secretiei de citokine indica activarea celulelor B.

Legarealasocierea LNP la si [sau absorbtia de celulele B

Asocierea LNP sau legarea la celulele B poate fi, de asemenea, utilizatd pentru a se evalua un
LNP de interes si pentru a caracteriza in continuare un astfel de LNP. Asocierea/legarea si/sau
absorbfia/internalizarea pot fi evaluate utilizind un LNP etichetat detectabil, cum ar fi etichetat
fluorescent si urmarirea locatiei unui astfel de LNP in sau pe celulele B dupa diferite perioade de
incubatie.

Inventia are in vedere in plus, faptul cd, compozifiile furnizate aici pot fi capabile si evite
recunoasterea sau detectarea si optional sd lege de mediatorii din aval ai ABC, cum ar fi IgM circulant
si/sau mediatori de rdspuns in faza acutd, cum ar fi proteinele de fazd acutd (de exemplu, proteina C
reactivd (CRP).

Metode de utilizare pentru reducerea ABC
De asemenea, sunt furnizate aici metode pentru eliberarea LNP-urilor, care pot incapsula un
agent, cum ar fi un agent terapeutic, la un subiect fard a promova ABC.
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In unele variante de realizare, metoda cuprinde administrarea oriciruia dintre LNP-urile descrise
aici, care nu promoveazd ABC, de exemplu, nu induc producerea de IgM naturald care s leagd la LNP-
uri, nu activeaza celulele Bla si/sau B1b. Asa cum este utilizat aici, un LNP care "nu promoveazi ABC"
se referd la un LNP care nu induce raspunsuri imune care sd conducd la un ABC substantial sau la un
nivel substantial scdzut de rispunsuri imune care nu este suficient pentru a conduce la un ABC
substantial. Un LNP care nu induce producerea de IgM naturale care se leaga de LNP se referd la LNP-uri
care nu induc fie nicio IgM naturala care se leagd la LNP, fie un nivel substantial scazut al moleculelor
naturale de IgM, care este insuficient pentru a conduce la un ABC substantial. Un LNP care nu activeaza
celulele Bla si/sau Blb se referd la LNP-uri care nu induc niciun rdspuns al celulelor Bla si/sau Blb
pentru a produce legarea IgM naturald la LNP-uri sau un nivel substantial scazut de rispunsuri Bla si/sau
B1b, ceea ce este insuficient pentru a conduce la un ABC substantial.

In uncle variante de realizare, termenii nu activeazi si nu induc productia reprezinti o reducere
relativi la o valoare sau conditic de referingi. In unele variante de realizare, valoarea sau conditia de
referintd este cuantumul de activare sau inducere a producerii unei molecule cum ar fi I[gM de citre un
LNP standard, cum ar fi un LNP MC3. In uncle variante de realizare, reducerea relativi este o reducere de
cel putin 30%, de exemplu cel putin 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%,
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97 %, 98%, 99%, sau 100%. In alte variante de realizare, termenii
nu activeazd celule cum ar fi celulele B si nu induc producerea unei proteine precum IgM se pot referi la
o cantitate nedetectabild de celule active sau de proteina specifica.

In unele cazuri, LNP-urile descrise aici pot fi lipsite de un epitop care activeazi celulele Bla, de
exemplu, lipsite de un epitop care activeazd sau interactioneaza cu CD36 sau CD6. Astfel de LNP-uri nu
confin nici epitopi capabili sd activeze celulele Bla sau CD36, fie contin astfel de epitopi intr-o cantitate
substantial scdzutd, ceea ce nu este suficient pentru a activa Bla sau CD36 la un nivel suficient de mare
pentru a induce un ABC substantial. In alte variante de realizare, LNP-urile descrise aici pot fi lipsite de
un epitop care activeaza celulele B1b. Prin substantial lipsit se infelege, clasic, cd un LNP include mai
putin de 99% din agentul mentionat. In unele variante de realizare, LNP-ul poate si nu includi niciun
agent mentionat. in unele cazuri, LNP-urile descrise aici pot contine una sau mai multe lipide helper asa
cum este descris aici, care poate cuprinde cel putin un lant de acid gras de cel putin 8C si cel putin un
fragment polar. In unele exemple, lipida helper nu activeazi celulele Bla si/sau Blb. In alte exemple,
lipida helper nu se leaga sau are afinitate de legare scizutd la CD36. Alternativ, lipida helper poate inhiba
competitiv fosfatidilcolina de la legarea la CD36.

Alternativ, LNP-ul poate fi coadministrat (administrat impreund cu, inainte sau dupd) sau
coformulat cu un agent care indepdrteazd sau tinteste celulele B sau Bla. Un agent care elimini sau
tinteste celulele B sau Bla poate fi Rituximab. Rituximab (RITUXAN®, GenentechBiogen) este un
anticorp monoclonal impotriva proteinei CD20, care se giseste in principal pe suprafata celulelor B ale
sistemului imunitar. Rituximabul interactioneazi cu CD20 de pe suprafata celulelor B si distruge celulele
B. Dupd cum este prezentat in exemple, combinatia de Rituximab si LNP a redus semnificativ ABC-ul la
administrarea ulterioard de LNP.

In alte variante de realizare, agentul se poate lega si/sau inhiba CD6 pe celulele Bla. Un
exemplu de agent care leagd si/sau inhiba CD6 pe celulele Bla este un anticorp anti-CD6, cum ar fi
Alzumab. Alzumab (itolizumab, Biocon) este un anticorp monoclonal umanizat 1gGI care vizeaza selectiv
CD6, un marker de celule T pan implicat in co-stimularea, aderenta si maturarea celulelor T. Alzumab se
leaga si de CD6 de pe suprafata celulelor Bla.

In unele cazuri, astfel de metode pot cuprinde
(i) administrarea unei prime doze de agent unui subiect,
(ii) administrarea unei a doua doze sau a unei doze ulterioare de agent la subiect, in care a doua doza sau
urmitoarea este administrati in decurs de 2 sdptdméani de la prima sau doza anterioara si
(iii) repetarea etapei (IT) o dati sau de mai multe ori,
in care agentul este formulat cu un LNP care nu promoveazi ABC.

O alti metoda de livrare a unui agent la un subiect implica
(i) administrarea unei prime doze de agent unui subiect,
(ii) administrarea unei a doua doze sau a unei doze ulterioare de agent la un subiect, in care a doua dozi
sau urmitoarea este administratd in decurs de 2 sdptidmani de la prima sau doza anterioara si
(iii) repetarea etapei (ii) o datd sau de mai multe ori,
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in care timpul de injumétatire al agentului dupa a doua dozi si doza ulterioard este de cel putin 50%, 60%,
70%, 80%, 85%, 90%, 95% sau mai mult din timpul de injumatitire al agentului dupd prima doza.

Inci o altid metodi de livrare a unui agent la un subiect implici
(i) administrarea unei prime doze de agent unui subiect,
(ii) administrarea unei a doua doze sau a unei doze ulterioare de agent unui subiect, in care a doua dozi
sau urmitoarea este administratd in decurs de 2 sdptimani de la prima doza sau anterioard si
(iii) repetarea etapei (ii) o datd sau de mai multe ori,
in care activitatea sau concentratia sanguind a agentului dupa a doua doza si doza ulterioard este de cel
putin 50%, 60%, 70%, 80%, 85%, 90%, 95% sau mai mult din activitatea sau concentratia sanguind a
agentului dupa prima doza.

A doua dozi sau dozele ulterioare pot fi administrate in decurs de 1 sdptdmand, sau in decurs de
6 zile, sau in decurs de 5 zile, sau in decurs de 4 zile, sau in decurs de 3 zile, sau in decurs de 2 zile, sau in
decurs de 1 zi de la prima dozi sau anterioara.

Agentul poate fi un agent biologic activ, cum ar fi un agent de diagnostic sau un agent terapeutic,
desi nu este atat de limitat.

Agentii pot fi administrati de doud sau mai multe ori, de trei sau de mai multe ori, de patru sau
de mai multe ori etc. Prin urmare, administrarea agentului poate fi repetatd o data, de doud ori, de 3, 4, 5,
6,7, 8,9, 10 sau de mai multe ori. Agentul poate fi administrat cronic sau acut, in functie de scopul
intentionat.

Metoda poate fi 0 metodd de tratare a unui subiect care are sau risci sd aiba o afectiune care
beneficiaza de agentul activ biologic, in special daca agentul activ din punct de vedere biologic este un
agent terapeutic. Alternativ, metoda poate fi o metodad de diagnosticare a unui subiect, caz in care agentul
activ biologic este un agent de diagnostic.

A doua si dozele ulterioare de agent biologic activ pot mentine o activitate de cel putin 50% din
activitatea primei doze, sau cel putin 60% din prima doza, sau cel putin 70% din prima doza, sau cel putin
75% din prima doza, sau cel putin 80% din prima doz4, sau cel putin 85% din prima doz3, sau cel pufin
90% din prima doza, sau cel pufin 95% din prima doz4, sau mai mult, pentru cel putin 1 zi, 2 zile, 3 zile, 4
zile, 5 zile, 6 zile sau 7 zile dupd administrarea celei de-a doua doze sau a dozei ulterioare.

Cand agentul biologic activ este un ARNm (un ARNm terapeutic sau un ARNm care codificd un
antigen de vaccin), o metoda pentru reducerea ABC a LNP-urilor care incapsuleazi ARNm poate fi
efectuatd utilizand o cantitate micad de LNP-uri pentru prima dozi si/sau a doua dozi (precum si dozele
ulterioare). Dozele mici pot fi egale cu sau mai mici de 0,3 mg/kg, de exemplu, 0,2 mg/kg sau 0,1 mg/kg.
In unele cazuri, prima dozi, a doua doza sau ambele variaza de 1a 0,1 1a 0,3 mg/kg.

Intervalul dintre prima doza si a doua doza in oricare dintre metodele descrise aici poate fi egal
cu sau mai mic de doud sdptidmani, de exemplu, mai mic de 21, 20, 19, 18, 17. 16, 15, 14, 13, 12, 11, 10,
9.8,7,6,5,4,3,2 sau 1 zile. In unele cazuri, subiectului i se poate administra o doza o dati pe zi, la
fiecare 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15. 16, 17, 18, 19, 20 sau 21 de zile in oricare dintre
metodele descrise aici.

Mai mult, inhibarea ABC a LNP-urilor la un subiect poate fi realizatd prin utilizarea unuia sau
mai multor agenfi secundari care inhibd rispunsurile imune induse de LNP-uri, de exemplu, inhiba
legarea sau activitatea senzorilor, de exemplu, productia de IgM naturald, productia de IgG naturald,
activarea celulelor Bla, activarea celulelor B1b si/sau activarea trombocitelor si/sau a celulelor dendritice
sau activitatea sau producerea oriciror efectori. Agentii secundari sunt denumiti alternativ ca agenti care
inhiba rispunsurile imune induse de LNP-uri. In unele cazuri, agentul secundar poate inhiba producerea
de IgM-uri naturale care leagi LNP-urile sau poate neutraliza astfel de IgM-uri naturale. In alte cazuri,
agentul secundar poate inhiba activarea celulelor Bla sau poate elimina celulele Bla. De exemplu, un
astfel de agent secundar poate inhiba un receptor de suprafati al celulelor Bla, incluzand, dar fard a se
limita la CD36. Alternativ sau in plus, agentul secundar poate interfera cu legarea IgM la tinta sa. In alte
variante de realizare, agentul secundar poate inhiba producerea de IgG naturala care leagd LNP-urile sau
poate neutraliza astfel de IgG-uri naturale sau poate interfera cu legarea IgG la tinta sa. In alte cazuri,
agentul secundar poate inhiba activarea celulelor B1b sau poate elimina celulele B1b.
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Efecte trombocitare §i toxicitate

Inventia se bazeaza suplimentar, in parte, pe elucidarea mecanismului care sti la baza toxicitatii
limitatoare de doz3 asociatd cu administrarea de LNP. O astfel de toxicitate poate implica coagulopatie,
coagulare intravasculard diseminatd (DIC, denumita si coagulopatie consumativa), fie acuta fie cronica
si/sau trombozi vasculard. In unele cazuri, toxicitatea limitatoare de dozi asociatd cu LNP-urile este
raspunsul in fazi acutd (APR) sau pscudoalergia legatd de activarea complementului (CARPA).

Asa cum este utilizatd aici, coagulopatia se referd la coagularea crescutd (coagularea sangelui) in
vivo. Descoperirile raportate in aceasti dezvaluire sunt in concordanti cu o astfel de coagulare crescuta si
oferd semnificativ, o perspectivd asupra mecanismului de bazi. Coagularea este un proces care implicd o
serie de factori si tipuri de celule diferifi, iar pAnd acum relatia dintre si interactiunea dintre LNP-uri si
trombocite nu a fost inteleasd in acest sens. Aceastd dezviluire furnizeaza dovezi ale unei astfel de
interactiuni si, de asemenea, furnizeazd compusi si compozitii care sunt modificate pentru a avea efect
trombocitar redus, incluzind asocierea trombocitard redusd, agregarea trombocitard redusd si/sau
agregarea trombocitard redusd. Capacitatea de a modula, incluzind, de preferinti, de a modula in jos,
astfel de efecte trombocitare poate reduce incidenta si/sau severitatea coagulopatiei post-administrare de
LNP. Acest lucru, la randul sdu, va reduce toxicitatea legatd de un astfel de LNP, permitind astfel
administrarea unor doze mai mari de LNP si, mai ales, a incirciturii acestora la pacientii care au nevoie
de acestea.

CARPA este o clasd de toxicitate imund acutd manifestatd in reactii de hipersensibilitate (HSR-
uri), care pot fi declansate de nanomedicamente si substanfe biologice. Spre deosebire de reactiile
alergice, CARPA tipic, nu implicad IgE, ci apare ca o consecintd a activirii sistemului complementului,
care face parte din sistemul imunitar inndscut care imbunatiteste abilitafile organismului de a elimina
agentii patogeni. Una sau mai multe dintre urméatoarele cdi, calea clasicd a complementului (CP), calea
alternativd (AP) si calea lectinei (LP), pot fi implicate in CARPA. Szebeni, Molecular Immunology,
61:163-173 (2014).

Calea clasica este declansatd de activarea complexului C 1, care confine. Clg, Clr, Cls, sau
Clqr2s2. Activarca complexului C1 are loc atunci cand Clq se leagd de IgM sau IgG complexatd cu
antigeni, sau cand Clq se leagd direct de suprafata agentului patogen. O astfel de legare conduce la
modificari conformationale ale moleculei Clq, ceea ce conduce la activarea Clr, care, la randul siu,
scindeazd Cl-urile. Componenta Clr2s2 imparte acum C4 si apoi C2, producind C4a, C4b, C2a si C2b.
C4b si C2b se leagd pentru a forma calea clasicd C3-convertaza (complexul C4b2b), care promoveaza
scindarea C3 in C3a si C3b. C3b leagi apoi convertaza C3 la convertaza C5 (complexul C4b2b3b). Calea
alternativa este activatd continuu ca rezultat al hidrolizei spontane a C3. Factorul P (properdina) este un
agent de reglare pozitiv al cdii alternative. Oligomerizarea properdinei stabilizeazi convertaza C3, care
poate apoi scinda mult mai mult C3. Moleculele C3 se pot lega de suprafete si pot recruta mai multd
activitate B, D si P, ceea ce conduce la amplificarea activarii complementului.

Raspunsul in fazd acutd (APR) este un rdspuns imun inndscut sistemic complex pentru
prevenirea infectiei si curafarea de potentialii agenti patogeni. Numeroase proteine sunt implicate in APR,
iar proteina C reactiva este una bine caracterizata.

S-a descoperit, in conformitate cu inventia, cd anumite LNP-uri sunt capabile sa se asocieze fizic
cu trombocite aproape imediat dupd administrarea in vivo, in timp ce alte LNP-uri nu se asociaza deloc cu
trombocitele sau doar la niveluri de fundal. Semnificativ, acele LNP-uri care s¢ asociazd cu trombocite
stabilizeazd, de asemenca, agregatele trombocitelor care se¢ formeazd ulterior. Contactul fizic al
trombocitelor cu anumite LNP-uri se coreleazi cu, capacitatea acestor trombocite de a rimine agregate
sau de a forma agregate continuu pentru o perioadd lungd de timp dupd administrare. Astfel de agregate
cuprind trombocite activate si, de asemenea, celule imune inndscute, cum ar fi macrofagele si celulele B.

Agregarea trombocitard este observatd la scurt timp dupd administrarea de LNP si pare si aiba
loc in acelasi timp sau potential inainte de activarea trombocitelor, asa cum este evidenfiat prin
exprimarea crescutd a markerilor de activare a trombocitelor, cum ar fi CD3I si CD62P. LNP-urile care
nu s¢ asociazd cu un numdr semnificativ de trombocite, dar care sunt capabile si activeze trombocitele
intr-un grad mai mic decat LNP-urile mai robuste (discutate mai sus) provoacd, de asemenea, agregarea
trombocitelor foarte devreme dupa administrare si, probabil, inainte de activarea trombocitelor. Astfel,
asocierea in vivo, a LNP cu trombocitele pare si aibd loc aproximativ in acelasi timp cu agregarea
trombocitelor si, probabil, inainte de varful activarii trombocitelor.
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De asemenea, este semnificativa observatia suplimentard cd un subset de LNP-uri sunt capabili
sa activeze trombocitele, chiar si fard o asociere fizicd apreciabild cu trombocitele. Acest subset este, de
asemenea, capabil sd formeze agregate trombocitare cuprinzand celule R si macrofage

S-a demonstrat, de asemenea, cd anumite LNP-uri stimuleazd interactiunea timpurie intre
trombocite (fie cd sunt sau nu activate) si macrofage si celulele B, activand astfel si aceste din urma
celule. Efectul LNP-urilor asupra celulelor B si a macrofagelor este, prin urmare, atat direct, cat si
indirect, dar in cele din urmi poate conduce la activarea crescutd a acestor celule.

Activarea trombocitelor ar putea media activarea complementului. Prin urmare, se considerd ci
anumite LNP-uri pot induce toxicitate limitatoare de doza, cum ar fi CARPA si APR prin intermediul
activarii trombocitelor si ulterior a sistemului complementului. Anumite componente lipidice ale LNP-
urilor, cum ar fi fosfatidilcolina, se pot lega si activa CD36 pe trombocite, ceea ce ar declansa
semnalizarea TLR2/4/6, conducind la agregarea si activarea trombocitelor. Trombocitele activate
exprimd CD62P (selectina P), care este o proteind care leagd C3b si poate declansa cascada
complementului. Trombocitele activate recruteazd, de asemenea, celule imune, cum ar fi macrofagele si
neutrofilele, care conduc la rdspunsuri imune suplimentare, inclusiv secretia de citokine (de exemplu, IL-
6). In plus, s-a descoperit ci properdina se leagi direct de trombocitele activate, de exemplu, prin CD62P
si recruteazd C3b sau C3(H20), declansand astfel calea alternativa. Saggu si colab, J. Immunol. 190:6457-
6467 (2013).

In consecinti, utiliziri ale LNP-urilor care nu induc activarea si/sau agregarea trombocitelor;
si/sau nu promoveazd activarea sistemului complementului (de exemplu, calea clasicd si/sau calea
alternativd) ar putea reduce riscul de toxicitate legatd de LNP. Astfel de LNP-uri pot s nu induca deloc
activarea trombocitelor si/sau a sistemului complementului. Alternativ, astfel de LNP-uri pot induce un
nivel substantial scdzut de activare a trombocitelor si/sau activare a sistemului complementului, care nu
este suficient pentru a conduce la o toxicitate substantiala limitatoare de doza.

Alternativ sau in plus, agentii secundari care blocheazd activarea/agregarea trombocitara initiala,
activarea initiald a sistemului complementului si/sau cascada complementului din aval, fie pe calea
clasicd, fie pe calea alternativd, ar putea fi utilizati pentru a preveni sau reduce toxicitate legatd de LNP.
In unele cazuri, un astfel de agent secundar poate inhiba activarea trombocitelor, de exemplu, poate
inhiba activarea CD36 declansatd de LNP-uri. In alte cazuri, agentul secundar poate inhiba CARPA sau
ARP, de exemplu, poate inhiba calea clasicd si/sau calea alternativd. Un astfel de agent secundar poate
finti cel putin o componentd din sistemul complementului sau proteinele implicate in ARP, blocand astfel
cascada de reactie. De exemplu, agentul secundar poate fi un antagonist al unui receptor de TLR (TLR2,
TLR4, sau TLR6), CD62P, CD31, properdina, o componentd a sistemului complementului (de exemplu,
Clq, C3a, C3b, C5a, si C5b). Inci in alte cazuri, agentul secundar poate fi un agent care poate atenua cel
putin un simptom al toxicitdtii legate de LNP. Astfel de agentfi includ, dar nu se limiteazi la, un
medicament antiinflamator nesteroidian (NSAID) sau un agent antihistaminic, care poate fi un blocant al
receptorului histaminic, cum ar fi un antagonist de H1 sau un agonist invers de H1.

In unele realiziri, toxicitatea limitatoare de dozi si/sau ABC-ul pot fi reduse la un subiect care
este tratat cu un regim terapeutic care implicd administrarea de medicamente mediate de LNP prin
utilizarea LNP-urilor care nu activeazi un receptor de trombospondini (de exemplu, CD36), care poate fi
exprimat pe suprafata celulelor imune (de exemplu, celule Bla sau B1b); sau alti receptori de suprafati
implicati in declansarea raspunsurilor imune care conduc la o toxicitate limitatoare de doza si/sau ABC.
Astfel de LNP-uri pot sd nu activeze deloc receptorul de trombospondind sau ar putea induce doar un
nivel substantial scdzut al activitdfii sale, astfel incat si fie insuficient pentru a induce toxicitate
limitatoare de dozad semnificativa clinic si/sau ABC. Alternativ sau in plus, toxicitatea limitatoare de doza
si/sau ABC-ul pot fi reduse la un subiect care este tratat cu un regim terapeutic care implicd administrarea
de medicamente mediatd de LNP prin utilizarea unuia sau mai multor agenfi secundari care inhiba
activitatea unui receptor de trombospondind (de exemplu, CD36) exprimat pe suprafata celulelor imune si
a trombocitelor. Trombospondinele (TSP) sunt o familie de proteine multifunctionale care sunt exprimate
pe suprafata sau secretate de celule precum trombocitele din singe. Familia este formatd din
trombospondinele 1-5. TSP-1 este un ligand inhibitor al CD36.

Pe baza acestor constatdri, aceastd dezviluire are in vedere si furnizeazd LNP-uri precum si
agenti activi formulati cu LNP care au asociere redusd a trombocitelor si/sau activare redusd a
trombocitelor si/sau activitate redusi de agregare a trombocitelor. Utilizarea unor astfel de LNP-uri, de
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exemplu ca vehicul de livrare pentru un agent activ, reduce riscul de a dezvolta coagulopatie, cum ar fi
coagularea intravasculard diseminatd (DIC, denumitd si coagulopatie consumativa), fie ca este acuti fie
cronicd si/sau tromboza vasculard, precum si orice toxicitate legatd de aceasta. Dacd o astfel de toxicitate
este limitatoare de dozd, atunci utilizarea acestor LNP-uri va permite administrarea unor doze mai mari de
LNP si, mai important, va permite livrarea unor doze mai mari de incarcaturd de agent activ transportata
de astfel de LNP-uri.

Diminuarea raspunsului trombocitar dupd administrarca de LNP are efecte suplimentare de dorit,
dintre care unele pot fi sinergetice. S-a raportat cd LNP-urile activeazd complementul la scurt timp dupd
administrare. Aceasti activare poate fi directd sau indirectid. De exemplu, s-a raportat ci trombocitele
activate sunt capabile sd activeze complementul. Astfel, LNP-urile care reduc sau previn activarea
trombocitelor vor reduce sau preveni indirect activarea complementului. Activarea complementului poate
contribui, de asemenea, la coagulare, de exemplu prin generarca de trombini mediatd de complement.
Trombina transforma fibrinogenul disponibil in fibrind, care la rindul sdu formeazi cheaguri impreuna cu
trombocitele. Trombocitele activate au receptori de trombind pe suprafata lor si, prin urmare, sunt
capabile sd recruteze si/sau si creasca concentratia locald de trombine, sporind astfel productia de fibrind
si, in final, formarea cheagurilor. Prin urmare, dezviluirea ia in considerare si furnizeazi LNP-uri
suplimentare care nu activeaza complementul sau nu activeazi complementul in acelasi grad ca si LNP-
urile existente. Totusi, LNP-urile suplimentare furnizate aici sunt cele care nu activeaza trombocitele si
nu activeaza complementul.

Similar, aceastd dezvaluire are in vedere LNP-urile care interfereazi cu legarea properdinei la
trombocite. Properdina este un agent de reglare pozitiv al cdii alternative a sistemului complementului. S-
a aratat ca se leagd de trombocitele activate, activand astfel calea alternativd ca rdspuns la si in
vecindtatea trombocitelor activate. Astfel, in plus, este luatd in considerare utilizarea unui inhibitor de
properdind in combinatie cu LNP-urile furnizate aici, indiferent daca astfel de LNP-uri activeaza sau nu
activeazi trombocitele, asa cum este definit mai jos. Inhibitorii de properdind includ ADN si
glucoconjugati sulfatati, dintre care ambii sunt legati de properdin si pot interfera cu legarea properdinei
la trombocitele activate.

Prin urmare, aceastd dezviluire ia in considerare si furnizeaza, in unele aspecte, LNP-uri si
formuldri de LNP care au efecte trombocitare reduse incluzand asociere redusa a trombocitelor si/sau
activare redusd a trombocitelor si/sau o activitate redusa de agregare a trombocitelor. Anumite LNP-uri
pot afecta una, doud sau toate aceste trei activitifi trombocitare. De exemplu, unele LNP-uri pot avea o
activitate redusd de asociere a trombocitelor sau o activitate redusi de agregare a trombocitelor sau o
activitate redusd de activare a trombocitelor. Unele LNP-uri pot avea o activitate redusad de asociere a
trombocitelor si/sau activitate redusd de activare a trombocitelor sau o activitate redusi de asociere a
trombocitelor si o activitate redusd de activare a trombocitelor sau o activitate redusd de agregare a
trombocitelor si o activitate redusd de activare a trombocitelor. Unele LNP pot avea o activitate redusa de
asociere a trombocitelor, o activitate redusd de agregare a trombocitelor si o activitate redusd de activare a
trombocitelor.

Dezviluirea ia in considerare faptul ci unele LNP-uri pot fi LNP-uri universale, intentionand ca
acestea sd moduleze in jos (sau si nu stimuleze in prima instantd) una sau mai multe dintre activittile
trombocitare menfionate mai sus la administrarea la majoritatea pacientilor sau la toti pacientii.

In plus, dezviluirea ia in considerare faptul ci unele LNP-uri pot fi, in unele cazuri, definite si
astfel identificate ca fiind specifice pacientului. Adicd, unele LNP-uri pot fi eficiente la reglarea in jos a
unui rispuns trombocitar, asa cum este descris aici, la unii, dar nu la toti pacientii. Astfel, in unele cazuri,
unele LNP-uri si formuldri de LNP pot fi identificate pentru anumiti pacienti si pot fi apoi utilizate numai
pentru acei pacienti particularizati.

In unele cazuri, descoperirile furnizate aici pot fi aplicate direct la agenti biologic activi. De
exemplu, agentul activ biologic care este o lipidd sau este conjugat la o lipida sau care este conjugat direct
sau indirect 1a un fragment de PEG, poate fi modificat asa cum este descris aici pentru a face ca agentul sa
fic incapabil sd stimuleze un riaspuns sau o cascada trombocitara.

Teste de activitate a trombocitelor

Aceste diverse activitafi pot fi misurate asa cum este descris aici si/sau asa cum este realizat in
domeniu. De exemplu, activarea trombocitelor poate fi evaluatd prin exprimarea crescutd a markerilor de
activare cum ar fi CD31 si CD62P. Agregarea trombocitelor poate fi evaluatd prin citometrie in flux.
Similar, citometria in flux poate fi utilizatd pentru a detecta tipuri non-trombocitare, cum ar fi celulele B
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si macrofagele din astfel de agregate. Trebuie inteles ca efectele trombocitare ale LNP pot fi evaluate in
vivo, de exemplu intr-un model animal, precum si in vitro utilizind, de exemplu, singe uman. Aceste
teste pot fi utilizate pentru a verifica si/sau identifica LNP care are una sau mai multe dintre activititile
mentionate mai sus.

Compusi si compozitii, care includ LNP

Dezviluirea furnizeazd compozitii care cuprind lipide care sunt mai putin susceptibile la
clearance si, prin urmare, au un timp de injumatifire mai lung in vivo. Acest lucru este deosebit de
important atunci cind, compozitiile sunt destinate administrdrii repetate, inclusiv cronice, si chiar mai
particular atunci cand o astfel de administrare repetatd are loc in decurs de zile sau sdptamani.

Semnificativ, aceste compozitii sunt mai putin susceptibile sau ocolesc cu totul fenomenul
observat de clearance accelerat al sangelui (ABC). ABC-ul este un fenomen in care agentii administrati
exogen care contin lipide sunt indepdrtati rapid din singe la a doua administrare si la administriri
ulterioare. Acest fenomen a fost observat pentru o varietate de compozitii care contin lipide, incluzéind,
dar fira a se limita la, lipozomi, nanoparticule de lipide si agenti incapsulati in lipide. PAna acum, baza
ABC-ului a fost slab infeleasa si, in consecintd, strategiile de evitare au rimas evazive.

Compozitiile care contin lipide din aceasti dezviluire, surprinzitor, nu prezintd sau sunt afectate
minim de ABC la a doua administrare si la o administrarea ulterioard in vivo. Aceasta rezistentd la ABC
face ca aceste compozitii sd fie deosebit de adecvate pentru utilizarea repetatd in vivo, inclusiv pentru
utilizare repetatd in perioade scurte de timp, inclusiv zile sau 1-2 sdptimani.

Aceasta rezistentd la ABC se datoreaza in parte incapacitdtii acestor compozitii de a activa
celulele Bla. Prin urmare, astfel de compozitii sunt denumite aici compozifii inerte Bla sau compozitii
care nu activeazi substantial Bla, intentionind ca aceste compozitii, atunci cind sunt combinate cu celule
Bla, sd nu activeze celulele Bla. Activarea celulelor Bla poate fi determinati intr-un numéir de moduri
incluzand, dar fird a se limita la, exprimarea crescutd a markerilor de activare, cum ar fi CD86, si
exprimarea si/sau secretia de citokine. Aceste compozitii se pot lega sau nu de celulele Bla si se pot lega
sau nu de IgM circulant. Astfel, aceste compozitii pot evita detectarea de cdtre IgM circulant si/sau de
catre celulele Bla.

Celulele Bla sunt un subset de celule B implicate in imunitatea inndscutd. Aceste celule sunt
sursa de IgM circulant, denumit anticorp natural sau anticorp seric natural. Acesti anticorpi IgM sunt
caracterizati ca avand afinitate slabd pentru un numar de antigeni si, prin urmare, sunt denumiti "poli-
specifici” sau "poli-reactivi”, descriind capacitatea lor de a se lega la mai mult de un antigen. Desi sunt
capabile si produci astfel de IgM, celulele Bla nu sunt capabile s produci IgG. in plus, ele nu se
dezvoltd in celule de memorie si, prin urmare, nu contribuie la un raspuns imun adaptativ. Cu toate
acestea, cle sunt capabile s secrete IgM la activare. IgM-ul secretat este de obicei eliminat in aproximativ
12 zile (timpul de injumatitire al IgM-ului in ser este de aproximativ 5-8 zile Nature Review Drug
Discovery 2, 52-62. January 2003), moment in care sistemul imunitar devine relativ naiv fatd de antigenul
administrat anterior. Dacd acelasi antigen este prezentat dupd aceastd perioadd de timp (de exemplu, la
aproximativ 2 saptimani dupa expunerea inifiald), antigenul nu este curdfat rapid. Cu toate acestea,
semnificativ, dacd antigenul este prezentat in acea perioadd de timp (de exemplu, in decurs de 2
sdptdmani, inclusiv in decurs de 1 sdptdmani sau in decurs de cateva zile), apoi antigenul este eliminat
rapid. Aceastd intirziere intre doze consecutive a ficut ca anumite compozifii terapeutice sau de
diagnostic care contin lipide sa fie inadecvate pentru o utilizare repetata.

Compusii, particulele si compozitiile descrise aici depdsesc aceste limitari, transformand astfel o
varietate de compozitii care contin lipide in agenti terapeutici si de diagnostic eficienti. Compozitiile
lipidice de Bla furnizate aici nu suferd o eliminare acceleratd din sange la administrarea repetata si astfel
pot fi administrate repetat unui subiect, inclusiv la perioade scurte de timp, fard pierderea activititii.

Rezistenta la ABC se poate datora, de asemenea, in parte incapacitdtii acestor compozitii de a
activa celulele B1lb, pDC si/sau trombocitele. Prin urmare, astfel de compozitii sunt denumite aici
compozitii inerte de B1b pDC si/sau de trombocite sau compozitii care nu activeaza substantial B1b pDC
si/sau trombocitele, intentiondnd ca aceste compozitii, atunci cand sunt combinate cu celulele B1b pDC
si/sau trombocitele, sd nu activeze celulele B1b pDC si/sau respectiv trombocitele. Activarea celulelor
B1b, pDC si/sau a trombocitelor poate fi determinatd intr-un numir de moduri incluzand, dar fard a se
limita la, exprimarea crescutd a markerilor de activare cum ar fi CD11b (pentru celulele Blb) si
exprimarea si/sau secretia de citokine si capacitatea de a activa celulele B (pDC). Aceste compozitii se
pot lega sau nu la celulele Blb, pDC si/sau trombocite si se pot lega sau nu la IgM sau IgG circulant.
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Astfel, aceste compozitii pot evita detectarea de citre IgM, IgG circulante si/sau de citre celulele Bla
pDC si/sau trombocite.

Particulele, cum ar fi LNP-urile, cuprind de obicei una sau mai multe dintre urmitoarcle
componente: lipide (care pot include lipide cationice, lipide helper care pot fi lipide neutre, lipide
zwitterionice, lipide anionice si altele asemenea), lipide structurale cum ar fi colesterolul sau analogi de
colesterol, acizi grasi, polimeri, stabilizatori, sdruri, solufii tampon, solvent si altele asemenea.

Anumite dintre LNP-urile furnizate aici cuprind o lipidd cationicd, o lipidd helper, o lipida
structurald si un stabilizator care poate fi furnizat sau nu conjugat cu o alta lipida.

Lipida cationicd poate fi, dar nu s¢ limiteazi la DLin-DMA, DLin-D-DMA, DLin-MC3-DMA,
DLin-KC2-DMA si DODMA. Lipida cationicd poate fi o lipida ionizabila.

Lipida structurald poate fi, dar nu este limitata la, un sterol, cum ar fi, de exemplu, colesterolul.

Lipida helper este o lipida necationica. Lipida helper poate cuprinde cel putin un lant de acid
gras de cel putin 8C si cel putin un fragment polar de grupare de cap.

Unele dintre LNP-uri nu au niciuna dintre lipidele de fosfatidil colind (PC) (adica sunt lipsite de
fosfatidil colind (PC)). Unele dintre LNP-urile furnizate aici sunt lipsite de lipidele de fosfatidil colini
specifice, cum ar fi, dar fira a se limita la DSPC. Anumite dintre LNP-uri cuprind un analog de fosfatidil
colind, astfel de analogi cuprinzand grupdri de cap modificate (de exemplu, o grupare de cap de amini
de analogi pot cuprinde o grupare zwitterionicd care este o grupare zwitteriond non-PC. Lipida helper
poate fi o lipidd a oricdrei combinatii de formule I, I-a, I-b, I-b-1, I-b-2, I-b-3, I-b-4, I-c, I-c-1, I-c-2, I-c-3,
sau II asa cum este redat aici.

Anumite LNP-uri pot include o 1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfocolind (DSPC) substituitd sau
pot include o cantitate minima de DSPC. In anumite variante de realizare, DSPC substituita este o lipida
care nu este o fosfolipida.

Anumite LNP-uri cuprind alte lipide necationice helper incluznd, de exemplu, acid oleic sau
analogi ai acidului oleic. Lipida helper poate fi o lipida cu Formula IV, asa cum este furnizati aici. Acidul
oleic poate fi un substitut sau poate fi in plus fatd de o alti lipidd din LNP. Dupa cum ar putea fi apreciat
de cdtre un specialist in domeniu, pot fi utilizate, de asemenea, versiuni modificate de acid oleic sau acizi
grasi inruditi.

In unele cazuri, LNP-ul cuprinde lipide PEGilate sau lipide conjugate cu alte fragmente
stabilizatoare (sau stabilizatori) cum ar fi, dar fard a se limita la polipeptide XTEN si PAS. Astfel,
dezviluirea are in vedere si furnizeazi de LNP-uri sau formuliri ale acestora care nu includ PEG. In
anumite variante de realizare, LNP-urile includ HO-PEG. In alte variante de realizare, LNP-urile includ
un substitut de PEG, cum ar fi un polimer diferit.

Cand PEG este utilizat ca stabilizator, acesta poate fi conjugat la o lipida si astfel poate fi
furnizat ca PEG-c-DOMG sau PEG-DMG, de exemplu. Stabilizatorul, indiferent daca este furnizat intr-o
formi conjugata sau neconjugatd, poate cuprinde 1,5 % mol de LNP sau poate cuprinde mai putin de 0,5
% mol de LNP. De exemplu, poate cuprinde mai putin de 0,4 % mol, mai putin de 0,3 % mol, mai putin
de 0,2 % mol sau mai putin de 0,1 % mol

Incd in alte variante de realizare, LNP-urile pot confine mai putin de 0,5% raport molar de lipida
PEG fata de alte componente. Astfel, un LNP poate cuprinde cel putin 0,0001%, cel putin 0,0005%, cel
putin 0,001%, cel putin 0,005%, cel putin 0,01%, cel putin 0,05%, cel putin 0. 1%, cel putin 0,15%, cel
putin 0,2%, cel putin 0,25%, cel putin 0,3%, cel putin 0,35%, cel putin 0,4%, cel putin 0,45%, si mai
putin de 0,5% (exprimat ca procent molar) de lipide PEGilate.

LNP-ul poate cuprinde o lipidd PEGilatd cu Formula III, incluzind Formulele III-OH, II1-a-1,
III-a-2, II-b-1, HII-b-2, II-b-1-OH, 1II-b-2-OH, V, V-OH.

Anumite LNP-uri furnizate aici cuprind niveluri scizute sau sunt lipsite de lipide PEGilate,
incluzand niveluri scdzute sau sunt lipsite de lipide alchil-PEGilate, si pot fi denumite aici ca fiind lipide
lipsite de PEG sau PEGilate. Astfel, unele LNP-uri cuprind mai putin de 0,5 mol% lipide PEGilate. In
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unele cazuri, PEG poate fi un alchil-PEG cum ar fi metoxi-PEG. Inca alte LNP-uri cuprind non-alchil-
PEG cum ar fi hidroxi-PEG, si/sau lipide non-alchil-PEGilate cum ar fi lipidele hidroxi-PEGilate.

Lipida PEGilatd poate fi un Cmpd420, un Cmpd396, un Cmpd394, Cmpd397, Cmpd395,
Cmpd417, Cmpd418, sau Cmpd419.

In unele cazuri, LNP-ul poate cuprinde aproximativ 50 % mol, 10 % mol lipidi helper, 1,5 %
mol lipida PEGilata si 38,5 % mol lipidd structurala.

In unele cazuri, LNP-ul poate cuprinde aproximativ 50 % mol, 10 % mol lipida helper, mai putin
de 0,5 % mol lipidd PEGilatd, si 39,5 % mol lipidd structurala.

In unele variante de realizare, stabilizatorul este un fragment non-PEG, cum ar fi o peptidi
XTEN care poate fi sau nu conjugatd la o lipidd. Peptida XTEN este capabila si formeze un invelis
hidratat in jurul LNP-ului datoritd naturii sale hidrofile. Mai mult, serveste la cresterea timpului de
injumatafire al LNP-ului, in comparatie cu un LNP lipsit (sau liber de) orice stabilizator. Spre deosebire
de PEG, totusi, este biodegradabil si s-a raportat cd nu este imunogen. Peptida XTEN poate avea o
secventa de aminoacizi MAEPAGSPTSTEEGTPGSGTASSSPGSSTPSGATGSPGASPGTSSTGS
(SECV ID NR:1) sau MAEPAGSPTSTEEGASPGTSSTGSPGSSTPSGATGSPGSSTPSGATGS (SECV
ID NR:2). Alte secvente de aminoacizi XTEN sunt cunoscute in domeniu, incluzind, de exemplu, cele
raportate in Brevetul U.S. nr. 9.062.299. Exemple de lipide conjugate XTEN includ, dar nu sunt limitate
la Cmpd431, si Cmpd432 si Cmpd433. Chimia click poate fi utilizati pentru a conjuga peptida XTEN la
lipida.

In uncle variante de realizare, stabilizatorul este un fragment non-PEG, cum ar fi o peptidi PAS.
O peptida PAS este o peptida care cuprinde in primul rand, dacd nu exclusiv, prolind, alanina si serind. Ca
si peptidele PEG si XTEN, peptida PAS este capabild si formeze un invelis hidratat in jurul LNP-ului. De
asemenea, serveste la cresterea timpului de injumitatire al unui LNP, in comparatie cu un LNP lipsit (sau
liber) de stabilizator. Spre deosebire de peptidele XTEN, totusi, peptidele PAS tind si fie neutre ca
sarcind si, astfel, cel putin in acest sens, mai aseminitoare cu PEG. Peptida PAS poate avea o secventd de
aminoacizi de SAPSSPSPSAPSSPSPASPSSAPSSPSPSAPSSPSPASPSSAPSSPSPSAPSSPSPASPS
(SECV ID NR:3 sau AASPAAPSAPPAAASPAAPSAPPAAASPAAPSAPPAAASPAAPSAPPA (SECV
ID NR:4). Alte secvente de aminoacizi PAS sunt cunoscute in domeniu, incluzind, de exemplu, cele
raportate in WO 2008155134,

Agentii care inhiba raspunsurile imune induse de LNP pot fi, de asemenea, utilizati in metodele
dezviluite, impreund cu un LNP standard care induce ABC sau cu un LNP modificat conform inventiei.
Agentii care inhiba rdspunsurile imune induse de LNP sunt compusi care inhiba activarea unui senzor,
mnhibd interactiunea dintre un LNP si un senzor sau dintre senzori (de exemplu, blocheazi interactiunea
dintre pDC si celulele B) si/sau inhibd producerea sau activitatea unui efector. In unele cazuri, agentul va
fi specific pentru un anumit senzor sau efector. In alte variante de realizare, agentul care inhibi
raspunsurile imune induse de LNP-uri functioneaza pentru a preveni activarea senzorilor multipli printr-
un mecanism mai general, actionind tipic indirect asupra altor componente celulare care pot afecta
senzorii. Un exemplu de agent care functioneazi indirect pe mai multi senzori este un situs de legare a
miR.

S-a descoperit conform inventiei cd eliberarea unui situs de legare a miR va inhiba un raspuns
imun asociat cu ABC si poate fi utilizat pentru a asigura dozarea repetatd a unui subiect cu un LNP in
timpul ferestrei de susceptibilitate la ABC. Situsul de legare a miR poate fi incorporat intr-un acid nucleic
terapeutic care este eliberat in LNP. Alternativ, situsul de legare a miR poate fi incorporat separat in
acelasi LNP care incorporeaza acidul nucleic terapeutic sau intr-un LNP diferit. Situsul de legare a miR
poate fi administrat subiectului intr-un vehicul separat in acelasi timp sau unul diferit cu LNP-ul si poate
fi sau nu incorporat intr-un LNP. In unele variante de realizare, situsul de legare a miR poate fi un burete
miR.

Desi solicitantul nu este legat de mecanism, se crede ci situsul de legare a miR actioneazi pentru
a absorbi miARN-ul endogen, tintit de interes, impiedicand acel miARN s functioneze in celuld. Este
posibil s fie tintit miARN-ul care joaca un rol pozitiv in reglarea functiei celulelor imune. Prin inhibarea
functiei miARN-ului endogen, locul de legare a miR actioneazi ca un inhibitor pentru a bloca functia
miARN si alte efecte in aval care rezultd din aceastd inhibare a fintirii. Agentul de legare a miARN poate
functiona, de asemenea, sau alternativ, prin prevenirea translatiei proteinelor in tesuturi sau celule
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specifice, cum ar fi splina sau celulele imune. Prin prevenirea translatiei, de exemplu, a unui ARNm
terapeutic incapsulat in LNP, in tesuturi specifice care sunt bogate in celule imune, radspunsul imun in
acele tesuturi va fi scizut, fird a avea un impact asupra exprimarii ARNm-ului in alte {esuturi.

S-a demonstrat ci introducerea unor situsuri de legare a miR, cum ar fi miR 126 (deoscbit de
abundent in pDC) are ca rezultat o reducere a activarii celulelor B, o reducere a activarii pDC, o reducere
a exprimdrii citokinelor, cum ar fi IL6 si IFN-gamma si o reducere a IgM in raport cu rispunsul livrat de
un LNP corespunzitor fard situsul de legare a miR.

In unele variante de realizare situsul de legare a miR este un situs de legare a miR 126, miR 1553,
si/sau miR 142 3p. In unele variante de realizare, ARNm-ul poate cuprinde cel putin un situs de legare a
miR pentru a reduce sau inhiba astfel ABC-ul. Situsul de legare a miR poate fi gisit, de exemplu, in 3'
UTR al ARNm. De exemplu, intr-o variantd de realizare, ARNm-ul cuprinde un situs de legare a miR-
122, pentru a permite astfel exprimarea crescuti a unei polipeptide codificate de ARNm intr-o celula de
cancer hepatic (de exemplu, o celuld de carcinom hepatocelular) in comparatiec cu o celuld hepatica
normald si cuprinde, de asemenea, unul sau mai multe situsuri de legare a miR, de exemplu, selectate din
grupul constand din miR-142, miR-146, miR-155, miR-126, miR-16, miK-21, miR-223, miR-24, miR-27.

Un compus care inhibd interactiunea dintre un LNP si un senzor asa cum este utilizat aici va
perturba interactiunea dintre LNP si celula B1, trombocite sau pDC. De exemplu, unele interactiuni dintre
LNP si celulele B1 sunt mediate prin receptorul CD36 de pe celula B1 si PC pe LNP. Compusul poate
bloca si neutraliza PC sau CD36. In unele variante de realizare compusul este un anticorp care recunoaste
si leagd CD36, sau un fragment de legare la antigen sau un derivat al acestuia sau un antagonist de CD36.
Un antagonist CD36 poate fi selectat din grupul constind din anticorpi sau aptameri care s¢ leaga la
CD36 sau fragmente ale acestora; liganzi solubili care se leaga la CD36 sau fragmente ale acestora; CD36
solubil care se leaga de liganzii sdi; polipeptide de fuziune, peptide, molecule mici, peptidomimetice care
inhiba activitatea CD36; si molecule de acid nucleic care interfereazi specific cu exprimarea CD36. Un
astfel de antagonist de CD36 este de preferintd un antagonist care, de preferinti, recunoaste si se leaga
specific 1a o moleculd CD36 sau un fragment al acesteia si este de preferinta selectat din grupul constiand
dintr-un anticorp sau un aptamer care recunoaste si se leaga specific la CD36 sau un fragment al acestora,
o moleculd de acid nucleic interferind specific cu exprimarea CD36 si o moleculd mica care inhibd
activitatea CD36. Mai preferabil, respectivul antagonist CD36 este un anticorp monoclonal care
blocheaza functia impotriva CD36. In alte variante de realizare, respectivul antagonist de CD36 este o
moleculd micd selectatd din grupul constind din acid salvianolic B, acid rosmarinic, danshensu de sodiu,
3-cinamoil indol, 13 pentil berberind, hexarelind, nanoblocante, statine sau antioxidanti cum ar fi alfa-
tocoferol si peptide SS, sulfo-N-succinimidil oleat si acid ursolic si orice combinafic a acestora.
Alternativ, antagonistul de CD36 poate cuprinde un anticorp care recunoaste si leagd CD36, sau un
fragment de legare la antigen sau un derivat al acestuia. De preferintd, respectivul anticorp sau fragmentul
de legare la antigen sau derivatul acestuia este indreptat impotriva domeniului extracelular al CD36.
Anticorpul mentionat poate fi un anticorp de lungime completd. De preferintd, respectivul anticorp este
un anticorp monoclonal. Anticorpul poate fi de tip IgG, IgE sau IgD, preferabil de tip IgG. Anticorpul
poate fi un anticorp umanizat, himeric sau uman. Anticorpul poate fi, de asemenea, anticorp cu lant greu
de camelidd, si in special un anticorp umanizat cu lant greu de camelidd. De preferintd, respectivul
anticorp, sau fragmentul de legare la antigen sau derivatul acestuia, este bivalent. In special, fragmentul
de legare la antigen este selectat din grupul constand din F(ab")2 di-scFvs, fragment de sc(Fv),, fragment
de (VHH); si diacorp.

Un compus care inhiba activitatea unui efector este un compus care impiedicd producerea sau
functionarea unui efector de citre un senzor. De exemplu, agentul poate inhiba producerea de IgM
naturald care leagd LNP-urile prin interferarea cu calea de sintezd intr-o celuld B1. Alternativ, agentul
poate neutraliza astfel de IgM sau IgG naturale. Agentul poate fi un anticorp sau o porfiune a acestuia
care leaga antigenul, care se leagd la IgM sau IgG naturale si le neutralizeaza. Alternativ, agentul poate
interfera cu legarea IgM sau IgG la tinta sa. In alte variante de realizare, agentul care inhibi rispunsurile
imune induse de LNP-uri este un agent care inhiba activitatea IL6. Agentii care inhibd activitatea IL6
includ, de exemplu, anticorpi, fragmente ale acestora, anticorpi umanizati specifici si fragmente si
variante ale acestora capabile sa se lege la IL-6 si/sau la complexul IL-6/IL-6R. Acesti anticorpi pot lega
IL-6 solubild sau IL-6 exprimatd la suprafata celulei.

Nanoparticule lipidice, in general

In unele variante de realizare, nanoparticula lipidicd cuprinde o lipidd cationica, o lipida
modificatd cu PEG, un sterol si o lipidd necationicd. In unele variante de realizare, nanoparticula lipidicd
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purtitoare cuprinde un raport molar de aproximativ 20-60% lipida cationicd: 5-25% lipida necationica:
25-55% sterol; si 0,5-15% lipidd modificata cu PEG. In unele variante de realizare, lipida cationici este o
lipidi cationica ionizabild. In unele variante de realizare, lipida necationici este o lipida neutrd. In unele
variante de realizare, sterolul este un colesterol. in unele variante de realizare, lipida cationici este
selectatd dintre 2,2-dilinoleil-4-dimetilaminoetil-[1,3]-dioxotan (DLin-KC2-DMA), dilinoleil-metil-4-
dimetilaminobutirat (DLin-MC3-DMA), si di((Z)-non-2-en-I-i1)9-((4-
(dimetilamino)butanoiljoxi)heptadecandioat (L319). In unele variante de realizare, nanoparticula lipidici
are o valoare a polidiversititii mai micd de 0,4. In uncle variante de realizare, nanoparticula lipidica are o
sarcini neutrd netd la un pH neutru. In unele variante de realizare, nanoparticula lipidica are un diametru
mediu de 50-200nm.

Nanoparticulele lipidice pot cuprinde una sau mai multe specii de lipide, incluzand, dar fard a se
limita la, lipide cationice/ionizabile, lipide necationice, lipide structurale, fosfolipide si lipide helper.
Oricare dintre aceste lipide poate fi conjugata cu polietilen glicol (PEG) si astfel pot fi denumite lipide
PEGilate sau lipide modificate cu PEG.

Formarea nanoparticulei lipidice (LNP) poate fi realizati prin metode cunoscute in domeniu
si/sau asa cum este descris in Pub. U.S. Nr. 2012/0178702, de aici

O formulare de nanoparticule lipidice poate fi influentatd, dar fard a se limita la, selectia
componentei lipidice cationice, gradul de saturatic a lipidei cationice, selectarea componentei lipidice
necationice, gradul de saturatic a lipidei necationice, selectia componentei lipidice structurale, natura
PEGildrii, raportul dintre toate componentele si parametrii biofizici cum ar fi dimensiunea. In anumite
exemple nelimitative, un LNP cuprinde componente de baza ale turului: (1) o lipida cationicd; (2) o lipida
necationicd (de exemplu, o fosfolipidd cum ar fi DSPC); (3) o lipida structurald (de exemplu, un sterol
cum ar fi colesterolul); si (4) PEG sau o lipidd modificati cu PEG. Intr-un exemplu din Semple el al.
(Nature Biotech. 2010 28:172-176), formularea de nanoparticule lipidice este compusi din rapoarte
molare dupd cum urmeaza: 57,1 % lipida cationica, 7,1 % dipalmitoilfosfatidilcoling, 34,3 % colesterol si
1,4 % PEG-c-DMA. Ca un alt exemplu, modificarea compozitiei lipidei cationice poate furniza mai
eficient ARNGi la diferite celule prezentatoare de antigen (Basha si colab, Mol Ther. 2011 19:2186-2200).

Nanoparticulele lipidice descrise aici cuprind una sau mai multe lipide. in anumite variante de
realizare, formularea de nanoparticule lipidice cuprinde o lipidd cationici si o lipidd necationica. In
anumite variante de realizare, formularea de LNP cuprinde o lipida cationicd si un substitut de DSPC. In
anumite variante de realizare, formularea de LNP cuprinde o lipid cationica si un acid gras. In anumite
variante de realizare, formularea de LNP cuprinde o lipidd cationica si acid oleic. In anumite variante de
realizare, formularea de LNP cuprinde o lipid3 cationicd si un analog de acid oleic.

Lipidele cationice sunt lipide incircate pozitiv care se pot asocia cu acizii nucleici in sistemele
de livrare bazate pe lipide/LNP. O sarcina pozitivd pe LNP promoveaza asocierea cu membrana celulard
incdrcatd negativ pentru a imbundtati absorbtia celulara. Lipidele cationice se pot combina, de asemenea,
cu lipide incarcate negativ pentru a induce structuri non-bistraturi care faciliteaza livrarea intracelulara.
Lipidele cationice adecvate pentru utilizarea la producerea LNP-urilor dezvaluite aici pot fi lipide
cationice ionizabile, de exemplu, lipide amino, si cele descrise aici.

In anumite variante de realizare, formularea de nanoparticule lipidice cuprinde o lipidi cationici,
o lipida necationici, si o lipida structural. in anumite variante de realizare, formularea de LNP cuprinde
o lipid3 cationicd, un acid gras, si o lipidd structurala. In anumite variante de realizare, formularea de LNP
cuprinde o lipida cationicd, acid oleic, si o lipida structurala. In anumite variante de realizare, formularea
de LNP cuprinde o lipid cationici, un analog de acid oleic, si o lipida structurali. in anumite variante de
realizare, formularea de LNP cuprinde o lipida cationicd, un acid gras, si un sterol. In anumite variante de
realizare, formularea de LNP cuprinde o lipida cationicd, acid oleic, si un sterol. In anumite variante de
realizare, formularea de LNP cuprinde o lipida cationicd, acid oleic, si colesterol.

In anumite variante de realizare, formularea de nanoparticule lipidice cuprinde o lipida cationica,
o lipidd necationicd, si PEG sau o lipidd PEG. In anumite variante de realizare, formularca de LNP
cuprinde o lipidd cationicd, o lipidd necationicd, si o lipidda PEG. In anumite variante de realizare,
formularea de LNP cuprinde o lipidi cationicd, o lipidd necationici, si o lipidi PEG-OH. in anumite
variante de realizare, formularca de nanoparticule lipidice cuprinde o lipidd cationicd, o lipida
necationicd, si o lipidi PEG-OH. In anumite variante de realizare, formularea de nanoparticule lipidice
cuprinde o lipid cationicd, un acid gras, si o lipidd PEG-OH. In anumite variante de realizare, formularea
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de nanoparticule lipidice cuprinde o lipidd cationicd, acid oleic, si o lipidd PEG-OH. In anumite variante
de realizare, formularea de nanoparticule lipidice cuprinde o lipida cationicd, un analog de acid oleic, si o
lipida PEG-OH.

In anumite variante de realizare, formularea de nanoparticule lipidice cuprinde o lipida cationici,
o lipida necationicd (de exemplu, o fosfolipidd sau acid gras), o lipida structurald, si o lipidd PEG. In
anumite variante de realizare, formularea de nanoparticule lipidice cuprinde o lipida cationici, o lipida
necationica (de exemplu, fosfolipida sau acid gras), o lipida structurald, si o lipidd PEG-OH. In anumite
variante de realizare, formularea de nanoparticule lipidice cuprinde o lipida cationica, o lipidd necationicd
(de exemplu, fosfolipida sau acid gras), si o lipida structural. In anumite variante de realizare, formularea
de nanoparticule lipidice cuprinde o lipida cationica, un acid gras (de exemplu, acid oleic sau un analog al
acestuia), o lipidd structurald, si o lipidd PEG. In anumite variante de realizare, formularea de
nanoparticule lipidice cuprinde o lipida cationicd, un acid gras (de exemplu, acid oleic sau un analog al
acestuia), o lipida structurald, si o lipiddi PEG-OH. In anumite variante de realizare, formularea de
nanoparticule lipidice cuprinde o lipidi cationicd, acid oleic, o lipida structurald (de exemplu, un sterol), si
o lipidi PEG-OH. in anumite variante de realizare, formularea de nanoparticule lipidice cuprinde o lipida
cationicd, acid oleic, si o lipidd structurald (de exemplu, colesterol). In anumite variante de realizare,
formularea de nanoparticule lipidice cuprinde una sau mai multe lipide cationice sau necationice, un acid
gras (de exemplu, acid oleic), si o lipidi PEG. In anumite variante de realizare, formularea de
nanoparticule lipidice cuprinde una sau mai multe lipide cationice sau necationice, un acid gras (de
exemplu, acid oleic), si o lipidd PEG-OH.

In unele variante de realizare, LNP-ul cuprinde un acid gras. In anumite variante de realizare,
acidul gras este un acid gras mononesaturat. In anumite variante de realizare, acidul gras este un acid gras
polinesaturat. In unele variante de realizare, LNP-ul cuprinde acid oleic. In anumite variante de realizare,
formularea de nanoparticule lipidice cuprinde una sau mai multe lipide cationice sau necationice, $i un
acid gras (de exemplu, acid oleic). In anumite variante de realizare, formularea de nanoparticule lipidice
cuprinde una sau mai multe lipide cationice sau necationice, si acid oleic. In anumite variante de realizare,
cand LNP-ul include acid oleic, LNP-ul nu include o fosfolipida. in anumite variante de realizare, cAnd
LNP-ul include acid oleic, LNP-ul nu include DSPC. In anumite variante de realizare, cand LNP-ul
include un acid gras, LNP-ul nu include o fosfolipidi. In anumite variante de realizare, cAnd LNP-ul
include un acid gras, TNP-ul nu include DSPC.

In unele variante de realizare, LNP-ul cuprinde lipide PEG-OH. In anumite variante de realizare,
formularea de nanoparticule lipidice cuprinde una sau mai multe lipide cationice sau necationice si o
lipidda PEG-OH.

In unele variante de realizare, formulirile de nanoparticule lipidice pot cuprinde, in procente
molare, 35 la 45% lipida cationica, 40% la 50% lipidd cationica, 50% la 60% lipida cationica si/sau 55%
la 65% lipida cationicd. In uncle variante de realizare, raportul dintre lipida st acid nucleic (de exemplu,
ARNm) in nanoparticulele lipidice poate fi 5:1 la 20:1, 10:1 1a 25:1, 15:1 1a 30:1 si/sau cel putin 30:1.

In unele variante de realizare, raportul de PEG in formulirile de nanoparticule lipidice poate fi
crescut sau scdzut si/sau lungimea lantului de carbon a lipidei PEG poate fi modificatd de la C14 la C18
pentru a modifica farmacocinetica si/sau biodistributia formulirilor de nanoparticule lipidice. in anumite
variante de realizare, formularile de nanoparticule lipidice pot contine 0,5% la 3,0%, 1,0% la 3,5%, 1,5%
la 4,0%, 2,0% la 4,5%, 2,5% la 5,0%, si/sau 3,0% la 6,0% din raportul molar al lipidei de lipidd PEG fata
de alte componente. Ca un exemplu nelimitativ, formuldrile de nanoparticule lipidice pot contine 0,5% la
3,0%, 1,0% la 3,5%, 1,5% la 4,0%, 2,0% la 4,5%, 2,5% la 5,0%, si/sau 3,0% la 6,0% din raportul molar
al lipidei de PEG-c-DOMG (R-3-[(®-metoxi-poli(etilenglicol)2000)carbamoil)]-1,2-dimiristiloxipropil-3-
amind) (la care se face referire si ca PEG-DOMG) in comparatie cu lipida cationicd, DSPC, si colesterol.
In unele variante de realizare, PEG-c-DOMG poate fi inlocuiti cu o lipidi PEG cum ar fi, dar firid a se
limita la, PEG- DSG (1,2-distearoil-sn-glicerol, metoxipolietilen glicol), DMG-PEG (1,2-dimiristoil-sn-
glicerol) si/sau PEG-DPG (1,2-dipalmitoil-sn-glicerol, metoxipolietilen glicol). Lipida cationicd poate fi
selectatd dintre orice lipidd cunoscutd in domeniu cum ar fi, dar fird a se limita la, DLin-MC3-DMA,
DLin-DMA, C12-200, si DLin-KC2-DMA. In anumite variante de realizare, nanoparticula lipidicd nu
contine o lipidi PEG. In anumite variante de realizare, nanoparticula lipidici contine o lipidi PEG
substituitd cum ar fi o lipidi PEG-OH. Incorporarea lipidelor PEG-OH in formularea de nanoparticule
poate imbundtati farmacocinetica si/sau biodistributia formularilor de nanoparticule lipidice. De exemplu,
incorporarea lipidelor PEG-OH in formularea de nanoparticule poate reduce efectul ABC. In anumite
variante de realizare, formularile de nanoparticule lipidice pot contine 0,5% la 3,0%, 1,0% la 3,5%, 1,5%
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la 4,0%, 2,0% la 4,5%, 2,5% la 5,0%, si/sau 3,0% la 6,0% din raportul molar al lipidei de lipidd PEG-OH
fatd de alte componente (de exemplu, lipidele cationice, neutre si structurale).

In unele variante de realizare, o formulare de LNP este nanoparticuld care cuprinde cel putin o
lipidi. in anumite variante de realizare, lipidele sunt selectate dintre lipide cationice/ionizabile, lipide ne-
cationice (de exemplu, acizi grasi si fosfolipide), lipide PEG, lipide structurale (de exemplu, steroli) si
lipide PEG-OH. Lipida poate fi selectatd dintre, dar nu se limiteaza la, DLin-DMA, DLin-K-DMA,
98N12-5, C12-200, DLin-MC3-DMA, DLin-KC2-DMA, DODMA, PLGA. PEG, PEG-DMG, lipide
PEGilate, si lipide de amino alcool. In unele variante de realizare, lipida poate fi o lipidi cationica, cum ar
fi, dar férd a se limita la, DLin-DMA, DLin-D-DMA, DLin-MC3-DMA. DLin-KC2-DMA, DODMA, si
lipide de amino alcool. Lipidele aminoalcoolice cationice pot fi lipidele descrise in si/sau produse prin
metodele descrise in publicatia de brevet US nr. US2013/0150625. Ca un exemplu nelimitativ, lipida
cationicd poate fi 2-amino-3-[(9Z,12Z)-octadeca-9,12-dien-I-iloxi]-2-([(9Z,27,)-octadeca-9,12-dien-1-
iloxi]metil)propan-1-ol (Compusul 1 in US2013/0150625); 2-amino-3-[(9Z)-octadec-9-en-1 -iloxi]-2-
{[(9Z)-octadec-9-en-1-iloxi]metil }propan-1-ol (Compusul 2 in US20130150625); 2-amino-3-[(9Z,12Z)-
octadeca-9,12-dien-1-iloxi]-2-[(octitoxi)metilJpropan-1-0l (Compusul 3 in US2013/01 50625); si 2-
(dimetilamino)-3-[(9Z, 12Z)-octadeca-9,12-dien-1-iloxi]-2-{[(9Z,12Z)-octadeca-9,12-dien-1-
iloxi]metil } propan-1-0l (Compusul 4 in US2013/0150625); sau orice sare acceptabild farmaceutic sau
stereoizomer al acestora.

Formuldrile de nanoparticule lipidice pot cuprinde o lipidd, in special, o lipidd cationicd
ionizabild, de exemplu, 2,2-dilinoleil-4-dimetilaminoetil-[1,3]-dioxolane (DLin-KC2-DMA), dilinoleil-
metil-4-dimetilaminobutirat (DLin-MC3-DMA), sau di((Z)-non-2-en-1-il) 9-((4-
(dimetilamino)butanoil)oxi)heptadecandioat (L319), si cuprind in plus o lipidd necationica (de exemplu,
fosfolipidd sau acid gras), o lipida structurald (de exemplu, un sterol cum ar fi colesterol), si o molecula
capabild si reduci agregarea particulelor, de exemplu, o lipidd PEG sau modificatid cu PEG (de exenmplu,
lipida PEG-OH). in anumite variante de realizare, formularea nu contine lipida PEG.

In unele variante de realizare, formularea de LNP consti in esenti dintr-un raport molar de 20-
60% lipida cationicd; 5-25% lipida necationicd; 25-55% sterol; 0,5-15% lipidd PEG. In unele variante de
realizare, formularea de LNP consta in esentd dintr-un raport molar de 20-60% lipidd cationicd; 5-25%
lipida necationicd; 25-55% sterol; 0,5-15% lipidd PEG-OH. In unele variante de realizare, formularea de
LNP consta in esentd dintr-un raport molar de 20-60% lipida cationicd; 5-25% lipida necationica; si 25-
55% sterol. In anumite variante de realizare, lipida necationici este un acid gras. In anumite variante de
realizare, lipida necationici este acidul oleic sau un analog al acestuia. in anumite variante de realizare,
lipida PEG este o lipidd PEG-OH.

In unele variante de realizare, o formulare de nanoparticuld lipidici consti in esentd din (i) cel
putin o lipid3 selectata din grupul care consta din 2,2-dilinoleil-4-dimetilaminoetil-[1,3]-dioxolane (DLin-
KC2-DMA), dilinoleil-metil-4-dimetilaminobutirat (DLin-MC3-DMA), si di((Z)-non-2-en-1-il) 9-((4-
(dimetilamino)butanoil)oxi)heptadecandioat (L319); (ii) o lipidd necationicd selectatd dintre DSPC,
DPPC, POPC, DOPE, si SM; (iii) un sterol, de exemplu, colesterol; si (iv) o lipidd PEG, de exemplu,
PEG-DMG sau PEG-cDMA, intr-un raport molar de 20-60% lipid cationicd; 5-25% lipidd necationica;
25-55% sterol; 0,5-15% lipidd PEG.

putin o lipida selectatd din grupul care constd din 2,2 -dilinoleil-4-dimetilaminoctil-[1,3]-dioxolan (DLin-
KC2-DMA), dilinoleil-metil-4-dimetilaminobutirat (DLin-MC3-DMA), si di((Z)-non-2-en-1-il) 9-((4-
(dimetilamino)butanoil)oxiyheptadecandioat (L319); (ii) o lipidd necationicd cum ar fi DSPC substituita
(de exemplu, o fosfolipida diferitd, sau un acid gras); (iii) o lipida structurald (de exemplu, un sterol cum
ar fi colesterol); si (iv) o lipidd PEG sau o lipidd PEG-OH (de exemplu, PEG-DMG sau PEG-cDMA),
intr-un raport molar de 20-60% lipida cationicd; 5-25% substitut de DSPC; 25-55% lipida structurald; 0,5-
15% lipidd PEG.

In unele variante de realizare, o formulare de nanoparticula lipidica include 25% la 75% pe o
bazd molard dintr-o lipidd cationicd. Lipida cationicd poate fi selectatdi dintre 2,2-dilinoleil-4-
dimetilaminoetil-[1,3]-dioxolan (DLin-KC2-DMA), dilinoleil-metil-4-dimetilaminobutirat (DLin-MC3-
DMA), si di((Z)-non-2-en-1-il) 9-((4-(dimetilamino)butanoil)oxi)heptadecandioat (L319), deexemplu, 35
la 65%, 45 1a 65%, 60%, 57,5%, 50% sau 40% pec o bazi molara.

In unele variante de realizare, o formulare de nanoparticul lipidic include 0,5% la 15% pe o
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baza molard de lipida necationicd, de exemplu, 3 la 12%, 5 la 10% sau 15%, 10%, sau 7,5% pe o bazi
molard. In anumite variante de realizare, lipida necationici este o fosfolipidi. In anumite variante de
realizare, lipida necationica este un substitut de DSPC (de exemplu., o fosfolipida alta decat DSPC, sau un
acid gras). In anumite variante de realizare, lipida necationici este un acid gras (de exemplu, acid oleic
sau un analog al acestuia). Alte exemple de lipide necationice include, fara limitare, POPC, DPPC, DOPE
si SM. In unele variante de realizare, o formulare de nanoparticuli lipidica include 0,5% la 15% pe o bazi
molard dintr-un acid gras, deexemplu, 3 1a 12%, 5 1la 10% sau 15%, 1 0%, sau 7,5% pec o bazd molara. In
unele variante de realizare, o formulare de nanoparticuli lipidica include 0,5% la 15% pe o baza molard
de oleic acid, de exemplu, 3 1a 12%, 5 1la 10% sau 15%, 10% sau 7,5% pe o baza molari. In unele variante
de realizare, o formulare de nanoparticuld lipidic include 0,5% la 15% pe o baza molard dintr-un analog
de acid oleic, de exemplu, 3 1a 12%, 5 la 10% sau 15%, 10%, sau 7,5% pe o baza molara.

In uncle variante de realizare, formularea include 5% la 50% pe o bazi molard dintr-o lipida
structurald, de exemplu, 15 la 45%, 20 la 40%, 40%, 38,5%, 35%, sau 31% pe o bazd molari. In unele
variante de realizare, formularea include 5% la 50% pe o bazd molara dintr-un sterol, de exemplu, 15 la
45%, 20 la 40%, 40%, 38,5%, 35%, sau 31% pe o bazd molard. Un exemplu nelimitativ de sterol este
colesterolul.

In unele variante de realizare, o formulare de nanoparticuld lipidici include 0,5% la 20% pe o
baza molara din lipida PEG sau modificati cu PEG, de exemplu, 0,5 la 10%, 0,5 la 5%, 1,5%, 0,5%,
1,5%, 3.5%, sau 5% pe o bazd molara. In unele variante de realizare, PEG sau o lipida modificatd cu PEG
cuprinde o moleculd PEG cu o masi moleculard medie in greutate de 2.000 Da. In unele variante de
realizare, PEG sau o lipidd modificatd cu PEG cuprinde o moleculd PEG cu o masd moleculard medie in
greutate de mai putin de 2.000, de exemplu, aproximativ 1.500 Da, aproximativ 1.000 Da, sau
aproximativ 500 Da. Exemple nelimitative de lipide modificate cu PEG include PEG-distearoil glicerol
(PEG-DMG) (la care se face referire si ca Cmpd422), PEG-cDMA (discutat in plus in Reyes si colab. J.
Controlled Release, 107, 276-287 (2005)). Asa cum este descris aici, orice lipide PEG sau lipide
modificate cu PEG pot fi lipide PEG-OH. In unele variante de realizare, o formulare de nanoparticuli
lipidica include 0,5% la 20% pe o bazd molara dintr-o lipidd PEG-OH, de exemplu, 0,5 la 10%, 0,5 1a 5%,
1,5%, 0,5%., 1,5%, 3,5%, sau 5% pe o baza molara.

In unele variante de realizare, formulirile de nanoparticule lipidice includ 25-75% dintr-o lipid
cationicd, 0,5-1 5% dintr-o lipidd necationicd; 5-50% dintr-o lipidd structurald, si 0,5-20% de PEG sau
lipida modificati cu PEG pe o bazi molari. In unele variante de realizare, formulirile de nanoparticule
lipidice includ 25-75% dintr-o lipidd cationicd, 0,5-15% dintr-o lipidd necationicd; 5-50% dintr-o lipida
structurald, si 0,5-20% dintr-o lipidd PEG-OH pe o bazd molara. In unele variante de realizare,
formuldrile de nanoparticule lipidice includ 25-75% dintr-o lipidd cationica, 0,5-15% dintr-o lipida
necationici, si 5-50% dintr-o lipidd structurald pe o bazi molari. In unele variante de realizare,
formularile de nanoparticule lipidice includ 25-75% dintr-o lipida cationici selectata dintre 2,2-dilinoleil-
4-dimetilaminoetil-[1,3]-dioxolan (DLin-KC2-DMA), dilinoleil-metil-4-dimetilaminobutirat (DLin-MC3-
DMA), si di((Z)-non-2-en-1-il) 9-((4-(dimetilamino)butanoil)oxi)heptadecandioat (L319).

In unele variante de realizare, formulirile de nanoparticule lipidice includ 35-65% dintr-o lipid
cationicd, 3-12% dintr-o lipida necationicd, 15-45% dintr-o lipidad structurald, si 0,5-10% de PEG sau
lipida modificati cu PEG pe o bazi molari. In unele variante de realizare, formulirile de nanoparticule
lipidice includ 35-65% dintr-o lipidd cationicd, 3-12% dintr-o lipidd necationicd, 15-45% dintr-o lipida
structurald, si 0,5-10% dintr-o lipidd PEG-OH, pe o bazi molara. In unele variante de realizare,
formuldrile de nanoparticule lipidice includ 35-65% dintr-o lipidd cationicd, 3-12% dintr-o lipida
necationicd, si 15-45% dintr-o lipidd structurald pe o bazd molara. In unele variante de realizare,
formularile de nanoparticule lipidice includ 35-65% dintr-o lipida cationici selectata dintre 2,2-dilinoleil-
4-dimetilaminoetil-[1,3]-dioxolan (DLin-KC2-DMA), dilinoleil-metil-4-dimetilaminobutirat (DLin-MC3-
DMA), si di((Z)-non-2-en-1-il) 9-((4-(dimetilamino)butanoil)oxi)heptadecandioat (L319).

In unele variante de realizare, formulirile de nanoparticule lipidice includ 45-65% dintr-o lipid
cationicd, 5-10% dintr-o lipida necationicd, 25-40% dintr-o lipidd structurald, si 0,5-10% de PEG sau
lipida modificat cu PEG, pe o bazi molari. In unele variante de realizare, formulirile de nanoparticule
lipidice includ 45-65% dintr-o lipidd cationicd, 5-10% dintr-o lipidd necationicd, 25-40% dintr-o lipida
structurald, si 0,5-10% dintr-o lipidd PEG-OH pe o bazd molara. In unele variante de realizare,
formuldrile de nanoparticule lipidice includ 45-65% dintr-o lipidd cationicd, 5-10% dintr-o lipida
necationicd, si 25-40% dintr-o lipidd structurald, pe o baza molara. In unele variante de realizare,
formularile de nanoparticule lipidice includ 45-65% dintr-o lipida cationicd selectata dintre 2,2-dilinoleil-
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4-dimetilaminoetil-[1,3]-dioxolan (DLin-KC2-DMA), dilinoleil-metil-4-dimetilaminobutirat (DLin-MC3-
DMA), si di((Z)-non-2-en-1-il) 9-((4-(dimetilamino)butanoil)oxi)heptadecandioat (L319).

In unele variante de realizare, formulirile de nanoparticule lipidice includ 60% dintr-o lipida
cationicd, 7,5% dintr-o lipidd necationicd, 31 % dintr-o lipidd structurald, si 1,5% de PEG sau lipidd
modificati cu PEG, pe o bazi molari. In unele variante de realizare, formulirile de nanoparticule lipidice
includ 60% dintr-o lipida cationica, 7,5% dintr-o lipidd necationica, 31% dintr-o lipidad structurald, si
1,5% dintr-o lipidi PEG-OH, pe o bazi molari. In uncle variante de realizare, formulirile de
nanoparticule lipidice includ 60% dintr-o lipida cationicd, 9% dintr-o lipidd necationica, si 31% dintr-o
lipida structurald pe o bazi molari. In uncle variante de realizare, formulirile de nanoparticule lipidice
includ 60% dintr-o lipidd cationicd seclectatd dintre 2,2-dilinoleil-4-dimetilaminoetil-[1,3]-dioxolan
(DLin-KC2-DMA), dilinoleil-metil-4-dimetilaminobutirat (DLin-MC3-DMA), si d1((Z)-non-2-en-1-il) 9-
((4-(dimetilammo)butanoil)oxi)heptadecandioat (L319).

In unele variante de realizare, formulirile de nanoparticule lipidice includ 50% dintr-o lipida
cationicd, 10% dintr-o lipidd necationicd, 38,5 % dintr-o lipidd structurald, si 1,5% de PEG sau lipidd
modificati cu PEG, pe o bazi molari. in unele variante de realizare, formulirile de nanoparticule lipidice
includ 50% dintr-o lipidd cationicd, 10% dintr-o lipidd necationicd, 38,5 % dintr-o lipida structurald si
1,5% dintr-o lipidi PEG-OH, pe o bazi molari. In unecle variante de realizare, formulirile de
nanoparticule lipidice includ 50% dintr-o lipida cationicd, 10% dintr-o lipida necationicd, si 40% dintr-o
lipida structurald, pe o bazi molard. in unele variante de realizare, formulirile de nanoparticule lipidice
includ 50% dintr-o lipidd cationicd seclectatd dintre 2,2-dilinoleil-4-dimetilaminoetil-[1,3]-dioxolan
(DLin-KC2-DMA), dilinoleil-metil-4-dimetilaminobutirat (DLin-MC3-DMA), si di((Z)-non-2-en-1-il) 9-
((4-(dimetilamino)butanoil)oxi)heptadecandioat (L319).

In unele variante de realizare, formulirile de nanoparticule lipidice includ 40% dintr-o lipida
cationicd, 15% dintr-o lipidd necationicd, 40% dintr-o lipida structurald, si 5% de PEG sau lipida
modificati cu PEG, pe o bazi molari. in unele variante de realizare, formulirile de nanoparticule lipidice
includ 40% dintr-o lipid cationicd, 15% dintr-o lipida necationica, 40% dintr-o lipida structurald, si 5%
dintr-o lipidi PEG-OH, pe o bazi molari. in unele variante de realizare, formulirile de nanoparticule
lipidice includ 40% dintr-o lipida cationic, 20% dintr-o lipidd necationicd, 40% dintr-o lipida structurald
pe o bazi molara. In unele variante de realizare, formulirile de nanoparticule lipidice includ 40% dintr-o
lipidd cationicd sclectatd dintre 2,2-dilinoleil-4-dimetilaminoetil-[1,3]-dioxolan (DLin-KC2-DMA),
dilinoleil-metil-4-dimetilaminobutirat (DLin-MC3-DMA), si di((Z)-non-2-en-1-il) 9-((4-
(dimetilamino)butanoil)oxi)heptadecandioat (L319).

In unele variante de realizare, formulirile de nanoparticule lipidice includ 57.2% dintr-o lipid
cationicd, 7,1% dintr-o lipida necationica 34,3% de sterol, si 1,4% de PEG sau lipidd modificatd cu PEG,
pe 0 bazi molari. In unele variante de realizare, formulirile de nanoparticule lipidice includ 57,2% dintr-
o lipida cationicd, 7,1% dintr-o lipidd necationicd, 34,3% dintr-o lipida structurald, si 1,4% dintr-o lipida
PEG-OH, pe o bazi molari. In unele variante de realizare, formulirile de nanoparticule lipidice includ
57,2% dintr-o lipidd cationica, 8,5% dintr-o lipidd necationicd, si 34,3% dintr-o lipida structurald, pe o
bazi molard. in unecle variante de realizare, formulirile de nanoparticule lipidice includ 57,2% dintr-o
lipidd cationicd sclectatd dintre 2,2-dilinoleil-4-dimetilaminoetil-[1,3]-dioxolan (DLin-KC2-DMA),
dilinoleil-metil-4-dimetilaminobutirat (DLin-MC3-DMA), si di((Z)-non-2-en-1-il) 9-((4-
(dimetilamino)butanoil)oxi)heptadecandioale (L319).

In uncle variante de realizare, formulirile de nanoparticule lipidice constau in esentd dintr-un
amestec de lipide in rapoarte molare de 20-70% lipida cationica; 5-45% lipidd necationicd; 20-55% lipida
structurald; 0,5-15% lipidd modificatd cu PEG. In unele variante de realizare, formulirile de
nanoparticule lipidice constau in esentd dintr-un amestec de lipide in rapoarte molare de 20-70% lipida
cationicd; 5-45% lipida necationicd (de exemplu, fosfolipidd sau acid gras); 20-55% lipida structurald; si
0,5-15% lipidd PEG-OH. in uncle variante de realizare, formulirile de nanoparticule lipidice constau in
esentd dintr-un amestec de lipide in rapoarte molare de 20-70% lipida cationicd; 5-45% lipidd necationici
(de exemplu, fosfolipida sau acid gras); 20-55% lipida structurald (de exemplu, steroli); si 0,5-15% lipida
PEG-OH. In unele variante de realizare, formulirile de nanoparticule lipidice constau in esenti dintr-un
amestec de lipide in rapoarte molare de 20-70% lipida cationica; 5-45% lipida necationicd (de exemplu,
fosfolipida sau acid gras); si 20-55% lipida structurald (de exemplu, steroli). In unele variante de realizare,
formuldrile de nanoparticule lipidice constau in esentd dintr-un amestec de lipide in rapoarte molare de
20-70% lipida cationicd; 5-45% acid gras (de exemplu, acid oleic sau analog al acestuia); 20-55% lipida
structurald (de exemplu, steroli); si 0,5-15% lipidd PEG-OH. In unele variante de realizare, formulirile de
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nanoparticule lipidice constau in esentd dintr-un amestec de lipide in rapoarte molare de 20-70% lipida
cationicd; 5-45% acid gras (de exemplu, acid oleic sau analog al acestuia); si 20-55% lipida structurala (de
exemplu, steroli). In unele variante de realizare, formulirile de nanoparticule lipidice constau in esenta
dintr-un amestec de lipide in rapoarte molare de 20-70% lipida cationicd; 5-45% acid oleic; 20-55% lipida
structurald (de exemplu, steroli); si 0,5-15% lipidd PEG-OH. In unele variante de realizare, formulirile de
nanoparticule lipidice constau in esentd dintr-un amestec de lipide in rapoarte molare de 20-70% lipida
cationicd; 5-45% acid oleic; si 20-55% lipida structurald (de exemplu, steroli).

In unele variante de realizare, raportul molar al lipidelor este 50/10/38.5/1.5 (mol% lipidi
cationicd/lipidd necationici/lipidi structurald/lipidi PEG). In unele variante de realizare, raportul molar al
lipidelor este 57,2/7,1134,3/1,4 (mol% lipidd cationicd/lipida necationicd/lipida structurald/lipidd PEG).
necationici/lipida structurali/lipida PEG). In unele variante de realizare, raportul molar al lipidelor este
50/10/35/4,5/0,5 (mol% lipidd cationici/lipidd necationici/lipidd structurald/lipidi PEG). In unele
variante de¢ realizare, raportul molar al lipidelor este 50/10/35/5 (mol% lipidd cationicd/lipida
necationici/lipida structurali/lipidd PEG). In unele variante de realizare, raportul molar al lipidelor este
40/10/40/10 (mol% lipida cationici/lipida necationic/lipida structurald/lipidi PEG). In unele variante de
realizare, raportul molar al lipidelor este 35/15/40/10 (mol% lipida cationicad/lipidd necationicd/lipida
structurald/lipida PEG). In unele variante de realizare, raportul molar al lipidelor este 52/13/30/5(mol%
lipidd cationica/lipidd necationicd/lipidd structurald/lipidd PEG). Asa cum este descris aici, orice lipidd
necationicd poate fi un substitut de DSPC cum ar fi o fosfolipidd non-DSPC sau un acid gras (de exemplu,
acid oleic). Asa cum este descris aici, orice lipidd PEG poate fi o lipidd PEG-OH.

Exemple nelimitative de nanoparticule lipidice si metode de obtinere a acestora sunt descrise, de
exemplu, in Semple si colab. (2010) Nat. Biotechnol. 28:172-176; Jayarama si colab. (2012), Angew.
Chem. Int. Ed, 51: 8529-8533; si Maier el al. (2013) Molecular Therapy 21, 1570-1578

In unele variante de realizare, formulirile de nanoparticule lipidice pot cuprinde o lipida
cationicd, o lipidd PEG (de exemplu, o lipidd PEG-OH ) si optional cuprind o lipidd necationicd (de
exemplu, fosfolipidd sau acid gras). In unele variante de realizare, formulirile de nanoparticule lipidice
pot cuprinde o lipida cationicd, o lipidd PEG (de exemplu, lipidd PEG-OH ) si o lipidd structurald (de
exemplu, un sterol) si optional cuprind o lipida necationica (de exemplu, fosfolipida sau acid gras).

Nanoparticulele lipidice descrise aici pot cuprinde 2 sau mai multe componente (de exemplu,
lipide), fird a include sarcina utili. In anumite variante de realizare, LNP-ul cuprinde doui componente
(de exemplu, lipide), fard a include sarcina utili. In anumite variante de realizare, nanoparticula lipidici
cuprinde 5 componente (de exemplu, lipide), fira a include sarcina utils. In anumite variante de realizare,
LNP-ul cuprinde 6 componente (de exemplu, lipide), fard a include sarcina utila.

In unele variante de realizare, formulirile de nanoparticule lipidice descrise aici pot fi
nanoparticule lipidice cu patru componente. Un LNP cu 4 componente poate cuprinde patru lipide diferite
selectate dintre oricare dintre cele descrise aici. Cele patru componente nu includ sarcina utila.
Nanoparticula lipidicd poate cuprinde o lipidd cationicd, o lipida necationicd, o lipidd PEG, si o lipida
structurald. In anumite variante de realizare. nanoparticula lipidici cuprinde o lipidi cationici, un acid
gras, o lipidi PEG, si o lipida structuralii. In anumite variante de realizare, nanoparticula lipidici cuprinde
o lipid3 cationicd, un acid gras, o lipidd PEG-OH, si o lipidi structurala.

In unele variante de realizare, formulirile de nanoparticule lipidice descrise aici pot fi
nanoparticule lipidice cu trei componente. Un LNP cu trei componente poate cuprinde trei lipide diferite
descrise aici. Nanoparticula lipidicd poate cuprinde o lipidd cationicd, o lipida necationica (de exemplu,
fosfolipidd sau acid gras), si o lipidd structurala. In anumite variante de realizare, nanoparticula lipidica
cuprinde o lipidd cationicd, un acid gras, si o lipidd structurald. In anumite variante de realizare,
nanoparticula lipidica cuprinde o lipidd cationicd, a fosfolipida, si o lipida structurala.

In unele variante de realizare, o nanoparticuld (de exemplu, o nanoparticuld lipidici) are un
diametru mediu de 10-500 nm, 20-400 nm, 30-300 nm, sau 40-200 nm. In unele variante de realizare, o
nanoparticuld (de exemplu, o nanoparticuld lipidicd) are un diametru mediu de 50-150 nm, 50-200 nm,
80-100 nm sau 80-200 nm.

Intr-o varianti de realizare, formularea de LNP poate fi formulati prin metodele descrise
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publicatiile internationale nr. WO2011127255 sau W02008103276. Ca un exemplu nelimitativ, formulari
de LNP asa cum sunt descrise in WO2011127255 si/sau W0O2008103276.

Intr-o varianti de realizare, nanoparticula lipidica poate fi formulati prin metodele descrise in
Publicatia de brevet US nr US2013/0156845 sau Publicafia internationald nr W(0O2013/093648 sau
W02012024526.

Nanoparticulele lipidice descrise aici pot fi produse intr-un mediu steril prin sistemul si/sau
metodele descrise in publicatia de brevet US US20130164400.

Intr-o varianti de realizare, formularea de LNP poate fi formulatii in o nanoparticuld cum ar fi o
particuld de acid nucleic-lipida descrisd in Brevetul US nr. 8.492.359.

Ca un exemplu nelimitativ, particula lipidicd poate cuprinde unul sau mai multi agenti activi sau
agenti terapeutici (de exemplu, ARN); una sau mai multe lipide cationice cuprinzand de la aproximativ 50
mol% la aproximativ 85 mol% din totalul de lipidd prezentd in particuld; una sau mai multe lipide
necationice cuprinzind de la aproximativ 13 mol% la aproximativ 49,5 mol% din totalul de lipidd
prezentd in particuld; si una sau mai multe lipide structurale care inhibd agregarea particulelor cuprinzand
de la aproximativ 0,5 mol% la aproximativ 2 mol% din totalul de lipidd prezenti in particula.

Intr-o varianti de realizare, formularea de LNP poate fi formulati prin metodele descrise in
publicatiile internationale nr. WO2011127255 sau W02008103276. Ca un exemplu nelimitativ, formuldri
de LNP sunt asa cum sunt descrise in W02011127255 si/sau WO2008103276; continutul fiecaruia dintre
acestea este incorporat aici prin referinti in intregime. Intr-o varianti de realizare, formulirile de LNP
descrise aici pot cuprinde o compozifie policationicd. Ca exemplu nelimitativ, compozitia policationica
poate fi selectatd din formula 1-60 din publicatia de brevet US nr. US20050222064.

In unele variante de realizare, LNP-urile cuprind lipida KL52 (0 amino-lipidi dezviluiti in
Publicatia cererii U.S. nr. 2012/0295832). Activitatea si/sau siguranfa (misuratd prin examinarea unuia
sau mai multor dintre ALT/AST, numarul de globule albe si inducerea citokinelor) ale administrarii LNP-
ului pot fi imbunatitite prin incorporarea unor astfel de lipide. LNP-urile care cuprind KL52 pot fi
administrate intravenos si/sau in una sau mai multe doze. In unele variante de realizare, administrarea de
LNP-uri care cuprind KL52 are ca rezultat o exprimare egald sau imbundtifiti de ARNm si/sau a
proteinei in comparatie cu LNP-uri care cuprind MC3.

Ca un exemplu nelimitativ, LNP-ul poate include o peptidd sau o polipeptida cationicd cum ar fi,
dar fard a se limita la, polilizind, poliornitina si/sau poliarginind si peptidele cationice descrise in Pub.
internationald Nr. W02012013326 sau Pub. de brevet US Nr. US20130142818. in unele variante de
realizare, nanoparticula lipidicd include o lipida necationicd cum ar fi, dar fard a se limita la, colesterol
sau dioleoil fosfatidiletanolamini (DOPE).

In unele variante de realizare, nanoparticulele lipidice descrise aici pot avea un diametru de la
sub 0,1 um pana la 100 nm cum ar fi, dar fard a se limita la, mai putfin de 0,1 um, mai pufin de 1,0 um,
mai putin de 5 um, mai putin de 10 um, mai putin de 15 um, mai putin de 20 um, mai putin de 25 um, mai
putin de 30 um, mai putin de 35 um, mai putin de 40 um, mai putin de 50 um, mai putin de 55 um, mai
putin de 60 um, mai putin de 65 um, mai putin de 70 um, mai putin de 75 um, mai putin de 80 um, mai
putin de 85 um. mai putin de 90 um, mai putin de 95 um, mai putin de 100 um, mai putin de 125 um, mai
putin de 150 um, mai putin de 175 um, mai putin de 200 um, mai putin de 225 um, mai putin de 250 um,
mai pufin de 275 um, mai putin de 300 um, mai putin de 325 um, mai putin de 350 um, mai putin de 375
um, mai putin de 400 um, mai putin de 425 um, mai pufin de 450 um, mai putin de 475 um, mai putin de
500 um, mai putfin de 525 um, mai putin de 550 um, mai putin de 575 um, mai putin de 600 um, mai putin
de 625 um, mai putin de 650 um, mai putin de 675 um, mai putin de 700 um, mai putin de 725 um, mai
putin de 750 um, mai putin de 775 um, mai putin de 800 um, mai putin de 825 um, mai putin de 850 um,
mai pufin de 875 um, mai putin de 900 um, mai putin de 925 um, mai putin de 950 um, mai putin de 975
um.

Intr-o altd varianti de realizare, LNP-urile pot avea un diametru de la aproximativ 1 nm la
aproximativ 100 nm, de la aproximativ 1 nm la aproximativ 10 nm, aproximativ 1 nm la aproximativ 20
nm de la aproximativ 1 nm la aproximativ 30 nm de la aproximativ Inm la aproximativ 40 nm, de la
aproximativ 1nm la aproximativ 50 nm, de la aproximativ 1nm la aproximativ 60 nm, de la aproximativ 1
nm la aproximativ 70 nm, de la aproximativ 1nm la aproximativ 80 nm, de la aproximativ 1 nm la
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aproximativ 90 nm, de la aproximativ 5 nm la aproximativ 100 nm, de la aproximativ 5 nm la
aproximativ 10 nm, aproximativ 5 nm la aproximativ 20 nm, de la aproximativ 5 nm la aproximativ 30
nm, de la aproximativ 5 nm la aproximativ 40 nm, de la aproximativ 5 nm la aproximativ 50 nm, de la
aproximativ 5 nm la aproximativ 60 nm, de la aproximativ 5 nm la aproximativ 70 nm, de la aproximativ
5 nm la aproximativ 80 nm, de la aproximativ 5 nm la aproximativ 90 nm, aproximativ 10 la aproximativ
50 nM, de la aproximativ 20 la aproximativ 50 nm, de la aproximativ 30 la aproximativ 50 nm, de la
aproximativ 40 la aproximativ 50 nm, de la aproximativ 20 la aproximativ 60 nm, de la aproximativ 30 la
aproximativ 60 nm, de la aproximativ 40 la aproximativ 60 nm, de la aproximativ 20 la aproximativ 70
nm, de la aproximativ 30 la aproximativ 70 nm, de la aproximativ 40 la aproximativ 70 nm, de la
aproximativ 50 la aproximativ 70 nm, de la aproximativ 60 la aproximativ 70 nm, de la aproximativ 20 la
aproximativ 80 nm, de la aproximativ 30 la aproximativ 80 nm, de la aproximativ 40 la aproximativ 80
nm, de la aproximativ 50 la aproximativ 80 nm. de la aproximativ 60 la aproximativ 80 nm, de la
aproximativ 20 la aproximativ 90 nm, de la aproximativ 30 la aproximativ 90 nm, de la aproximativ 40 la
aproximativ 90 nm, de la aproximativ 50 la aproximativ 90 nm, de la aproximativ 60 la aproximativ 90
nm si/sau de la aproximativ 70 la aproximativ 90 nm. Fiecare posibilitate reprezintd un exemplu de
realizare separat al prezentei inventii.

O compozitie de nanoparticule poate fi relativ omogend. Un indice de polidispersie poate fi
utilizat pentru a indica omogenitatea unei compozitii de nanoparticule, de exemplu, distribufia marimii
particulelor a compozitiilor de nanoparticule. Un indice de polidispersie mic (de exemplu, mai putin de
0,3) indica in general o distributie ingusta a dimensiunii particulelor. O compozifie de nanoparticule poate
avea un indice de polidispersie de la aproximativ 0 la aproximativ 0,25, cum ar fi 0,01, 0,02, 0,03, 0,04,
0,05, 0,06, 0,07, 0,08, 0,09, 0,10, 0,11, 0,12, 0,13, 0,14, 0,15, 0,16, 0,17, 0,18, 0,19, 0,20, 0,21, 0,22, 0,23,
024, sau 0.25. In uncle variante de realizare, indicele de polidispersitate al unei comporzitii de
nanoparticule poate fi de la aproximativ 0,10 pand la aproximativ 0,20. Fiecare posibilitate reprezinti un
exemplu de realizare separat al prezentei inventii.

Potentialul zeta al unei compozitii de nanoparticule poate fi utilizat pentru a indica potentialul
electrocinetic al compozifiei. De exemplu, potentialul zeta poate descrie sarcina de suprafatd a unei
compozifii de nanoparticule. Compozitiile de nanoparticule cu sarcini relativ scizute, pozitive sau
negative, sunt in general de dorit, deoarece speciile cu incarcare mai mare pot interactiona in mod nedorit
cu celulele, tesuturile si alte elemente din organism. In unele variante de realizare, potentialul zeta al unei
compozifii de nanoparticule poate fi de la aproximativ -10 mV la aproximativ +20 mV, de la aproximativ
-10 mV la aproximativ +15 mV, de la aproximativ -10 mV la aproximativ +10 mV, de la aproximativ -10
mV la aproximativ +5 mV, de la aproximativ -10 mV la aproximativ 0 mV, de la aproximativ -10 mV la
aproximativ -5 mV, de la aproximativ -5 mV la aproximativ 420 mV, de la aproximativ -5 mV la
aproximativ +15 mV, de la aproximativ -5 mV la aproximativ +10 mV, de la aproximativ -5 mV la
aproximativ +5 mV, de la aproximativ -5 mV la aproximativ 0 mV, de la aproximativ 0 mV la
aproximativ +20 mV, de la aproximativ 0 mV la aproximativ +15 mV, de la aproximativ 0 mV la
aproximativ +10 mV, de la aproximativ 0 mV la aproximativ +5 mV, de la aproximativ +5 mV la
aproximativ +20 mV, de la aproximativ +5 mV la aproximativ +15 mV, sau de la aproximativ +5 mV la
aproximativ +10 mV. Fiecare posibilitate reprezintd un exemplu de realizare separat al prezentei inventii.

Eficienta incapsuldrii unui agent terapeutic descrie cantitatea de agent terapeutic care este
incapsulatd sau asociatd in alt mod cu o compozitie de nanoparticule dupd preparare, in raport cu
cantitatea initiald furnizata. Eficienta de incapsulare este de dorit si fie ridicatd (de exemplu, aproape de
100%). Eficienta de incapsulare poate fi misurati, de exemplu, prin compararea cantitdtii de agent
terapeutic dintr-o solutie care contine compozitia de nanoparticule inainte si dupa ruperea compozifiei de
nanoparticule cu unul sau mai mulfi solventi organici sau detergenti. Fluorescenta poate fi utilizata pentru
a masura cantitatea de agent terapeutic liber (de exemplu, acizi nucleici) intr-o solutie. Pentru
compozifiile de nanoparticule descrise aici, eficienta de incapsulare a unui agent terapeutic poate fi de cel
putin 50%, de exemplu 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%. 98%, 99%, sau 100%. In unele variante de realizare, eficienta de incapsulare poate fi cel putin
80%. In anumite variante de realizare, eficienta de incapsulare poate fi cel putin 90%. Fiecare posibilitate
reprezintd o variantd de realizare separatd a prezentei inventii.

O compozitfiec de nanoparticule poate cuprinde optional una sau mai multe acoperiri. De
exemplu, o compozitiec de nanoparticule poate fi formulatd intr-o capsuld, film sau tabletd avind o
acoperire. O capsuld, film sau tabletd care include o compozifie descrisd aici poate avea orice dimensiune,
rezisten{d la tractiune, duritate sau densitate utila.
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In unele variante de realizare, astfel de LNP-uri sunt sintetizate folosind metode care cuprind
amestecatoare microfluidice. Exemple de amestecidtoare microfluidice pot include, dar nu sunt limitate la,
un microamestecator interdigital cu fantd, incluzand, dar fira a se limita la, cele fabricate de Microinnova
(Allerheiligen bei Wildon, Austria) si/sau un microamestecitor in schema esalonatd (SHM) (Zhigaltsev,
I.V.si colab., A fost publicati proiectarea si sinteza de jos in sus a sistemelor de nanoparticule lipidice de
dimensiune limitd cu miezuri apoase si trigliceride utilizind amestecarea microfluidice in milisecunde &
(Langmuir. 2012. 28:3633-40; Belliveau, N.M. si colab., Microfluidic synthesis of highly potent limit-
size lipid nanoparticles for in vivo delivery of siRNA. Molecular Therapy-Nucleic Acids. 2012. 1:e37;
Chen, D. si colab., Rapid discovery of potent siRNA-containing lipid nanoparticles enabled by controlled
microfluidic formulation. J] Am Chem Soc. 2012. 134(16):6948-51 ).

In unele variante de realizare, metodele de generare a LNP-urilor cuprinzand SHM, cuprind in
plus amestecarea a cel putin doud fluxuri de intrare in care amestecarea are loc prin advectie haotica
indusi de microstructurd (MICA). Conform acestei metode, fluxurile de fluid curg prin canalele prezente
intr-un model in forma de os de peste, provocand fluxul rotational si rotind fluidele unul in jurul celuilalt.
Aceastd metodd poate cuprinde, de asemenea, o suprafatd pentru amestecarea fluidelor in care suprafata
isi schimba orientdrile in timpul ciclarii fluidului. Metodele de generare a LNP-urilor folosind SHM le
includ pe cele dezvaluite in Publicatiile cererilor U.S. Nr. 2004/0262223 1 2012/0276209.

Intr-o varianti de realizare, nanoparticulele lipidice pot fi formulate utilizind un
microamestecdtor, cum ar fi, dar fird a se limita la, un amestecitor microstructurat interdigital cu fanta
(SIMM-V2) sau un micro amestecitor interdigital cu fantd standard (SSIMM) sau Caterpillar (CPMM)
sau cu jet de impact. (IIMM) de la Institut fiir Mikrotechnik Mainz GmbH, Mainz Germany).

Intr-o varianta de realizare, nanoparticulele lipidice sunt create folosind tehnologia microfluidici
(vezi Whitesides, George M. The Origins and the Future of Microfluidics. Nature, 2006 442: 368-373; si
Abraham si colab. Chaotic Mixer for Microchannels. Science, 2002 295: 647-651). Ca un exemplu
nelimitativ, formularea microfluidicd controlati include o metodd pasivd de amestecare a fluxurilor
curentilor constanti condusi de presiune in microcanale la un numdr Reynolds scizut (vezi de exemplu,
Abraham si colab. Chaotic Mixer for Microchannels. Science, 2002 295: 647651).

Intr-o varianti de realizare, ARNm-ul conform prezentei inventii poate fi formulat in
nanoparticule lipidice create utilizAnd un cip microamestecator cum ar fi, dar fard a se limita la, cele de la
Harvard Apparatus (Holliston, MA) sau Dolomite Microfluidics (Royston, UK). Un cip microamestecadtor
poate fi utilizat pentru amestecarea rapidd a doud sau mai multe fluxuri de fluide cu un mecanism de
divizare si recombinare.

Intr-o varianti de realizare, nanoparticulele lipidice pot avea un diametru de la aproximativ 10 la
aproximativ 100 nm cum ar fi, dar fard a sc limita la, aproximativ 10 la aproximativ 20 nm, aproximativ
10 la aproximativ 30 nm, aproximativ 10 la aproximativ 40 nm, aproximativ 10 la aproximativ 50 nm,

aproximativ
aproximativ
aproximativ
aproximativ
aproximativ
aproximativ
aproximativ
aproximativ
aproximativ
aproximativ
aproximativ
aproximativ
aproximativ
aproximativ
aproximativ

10 la aproximativ 60 nm, aproximativ 10 la aproximativ 70 nm, aproximativ 10 la
80 nm, aproximativ 10 la aproximativ 90 nm, aproximativ 20 la aproximativ 30 nm,
20 la aproximativ 40 nm, aproximativ 20 la aproximativ 50 nm, aproximativ 20 la
60 nm, aproximativ 20 la aproximativ 70 nm, aproximativ 20 la aproximativ 80 nm,
20 la aproximativ 90 nm, aproximativ 20 la aproximativ 100 nm, aproximativ 30 la
40 nm, aproximativ 30 la aproximativ 50 nm, aproximativ 30 la aproximativ 60 nm,
30 la aproximativ 70 nm, aproximativ 30 la aproximativ 80 nm, aproximativ 30 la
90 nm, aproximativ 30 la aproximativ 100 nm, aproximativ 40 la aproximativ 50 nm,
40 la aproximativ 60 nm, aproximativ 40 la aproximativ 70 nm, aproximativ 40 la
80 nm, aproximativ 40 la aproximativ 90 nm, aproximativ 40 la aproximativ 100 nm,
50 la aproximativ 60 nm, aproximativ 50 la aproximativ 70 nm aproximativ 50 la
80 nm, aproximativ 50 la aproximativ 90 nm, aproximativ 50 la aproximativ 100 nm,
60 la aproximativ 70 nm, aproximativ 60 la aproximativ 80 nm, aproximativ 60 la
90 nm, aproximativ 60 la aproximativ 100 nm, aproximativ 70 la aproximativ 80 nm,
70 la aproximativ 90 nm, aproximativ 70 la aproximativ 100 nm, aproximativ 80 la

aproximativ 90 nm, aproximativ 80 la aproximativ 100 nm si/sau aproximativ 90 la aproximativ 100 nm.
Intr-o varianti de realizare, nanoparticulele lipidice pot avea un diametru de la aproximativ 10 la 500 nm.
Intr-o varianta de realizare, nanoparticula lipidici poate avea un diametru mai mare de 100 nm, mai mare
de 150 nm, mai mare de 200 nm, mai mare de 250 nm, mai mare de 300 nm, mai mare de 350 nm, mai
mare de 400 nm, mai mare de 450 nm, mai mare de 500 nm, mai mare de 550 nm, mai mare de 600 nm,
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mai mare de 650 nm, mai mare de 700 nm, mai mare de 750 nm, mai mare de 800 nm, mai mare de 850
nm, mai mare de 900 nm, mai mare de 950 nm sau mai mare de 1000 nm. Fiecare posibilitate reprezinti o
variantd de realizare separatd a prezentei inventii.

. In unele variante de realizare, nanoparticula lipidica are o valoare de polidiversitate mai mici de
0.,4. In uncle variante de realizare, nanoparticula lipidica are o sarcini neutrd netd la un pH neutru. In
unele variante de realizare, nanoparticula lipidicd are un diametru mediu de 50-200 nm.
Lipide

Asa cum este definit in general aici, termenul "lipida" se referd la o moleculd micd care are
proprietdti hidrofobe sau amfifile. Lipidele pot fi naturale sau sintetice. Exemple de clase de lipide includ,
dar nu se limiteaza la, grasimi, ceruri, metaboliti care contin sterol, vitamind, acizi grasi, glicerolipide,
glicerofosfolipide, sfingolipide, zaharolipide si policetide si lipide prenolice. in unele cazuri, proprietitile
amfifile ale unor lipide le determind si formeze lipozomi, vezicule sau membrane in medii apoase.

Lipide cationicelionizabile

O compozitie de nanoparticule poate include una sau mai multe lipide cationice si/sau ionizabile
(de exemplu, lipide care pot avea o sarcind pozitivd sau partiald pozitivd la pH fiziologic). Lipidele
cationice si/sau ionizabile pot fi selectate din grupul nelimitativ constind din 3-(didodecilamino)-
N1,N1,4-tridodecil-1-piperazineetanamini (KL 10), N1-[2-(didodecilamino)etil] N1,N4,N4-tridodecil-1,4-
piperazinedictanamind (KL22). 14,25-dividecil-15,18,21,24-tctraaza-octatriacontane  (KL25), 1,2-
dilinoleiloxi-N,N-dimetilaminopropane (DLin-DMA), 2,2-dilinoleil-4-dimetilaminometil-[1,3]-dioxolan
(DLin-K-DMA), butanoat de heptatriaconta-6,9,28,31-tetraen-19-il-4-(dimetilamino) (DLin-MC3-DMA),
2,2-dilinoleil-4-(2 dimetilaminoetil)-[1,3]-dioxolan (DLin-KC2-DMA), 1,2-dioleiloxi-N,N-
dimetilaminopropan (DODMA), 2-({8 [(3B)-colest-5-en-3-iloxi]Joctil}oxi) N,N dimetil-3-[(9Z,12Z)-
octadeca-9,12-dien-1-iloxi]propan-1-amini (Octil-CLinDMA). (2R)-2-((B-[(3B)-colest-5-en-3-
iloxi]Joctil}oxi)-N,N-dimetil-3-[(9Z,12Z)-octadeca-9,12-dien-1-iloxi]propan-1-amind  (Octil-CLinDMA
(2R)), st (2S) 2-({8-[(3B)-colest-5-en-3-iloxi]octil }oxi)-N,N-dimetil-3-[(9Z,12Z)-octadeca-9,12-dien-1-
iloxi]propan-1-amini (Octil-CLInDMA (2S)). In plus fatd de acestea, o lipida cationicd poate fi, de
asemenea, o lipida care include o grupare de amini ciclicd. Fiecare posibilitate reprezintd o variantd de
realizare separatd a prezentei inventii Fiecare posibilitate reprezintd o variantd de realizare separati a
prezentei inventii.

Intr-o varianti de realizare, lipida cationicd poate fi selectatd dintre, dar nu se limitecazi la, o
lipidd cationicA descrisi in publicatiile internationale nr. WO02012040184, WO02011153120,
W02011149733, W02011090965, W02011043913, W02011022460, W02012061259,
W02012054365, W02012044638, W0O2010080724, W0201021865, W02008103276 W0O2013086373
si WO2013086354, Brevetele US nr. 7.893.302, 7.404.969, 8.283.333, si 8.466.122 si Publicatia de
brevet US. nr. US20100036115, US20120202871, US20130064894, US20130129785, US20130150625,
US20130178541 si S20130225836.

Intr-o altd varianti de realizare, lipida cationica poate fi selectati dintre, dar fird a se limita la
publicatiile internafionale nr. W02012040184, W02011153120, W02011149733, W02011090965,
WO02011043913, WO02011022460, WO02012061259, WO02012054365, W02012044638 i
WO02013116126 publicatia de brevet US nr. US20130178541 si US20130225836. Inc intr-o alti varianti
de realizare, lipida cationica poate fi selectatd dintre, dar fard a se limita la, formula CLI-CLXXIX din
Publicatia internationald nr. W02008103276, formula CLI-CLXXIX din Brevetul US nr. 7.893.302,
formula CLI-CLXXXXII din Brevetul US nr. 7.404.969 si formula I-VI din Publicatia de brevet US Nr.
US20100036115, formula I din Publicatia de brevet US nr US20130123338.

Ca un cxemplu nelimitativ, lipida cationicd poate fi selectatd dintre (20Z,23Z)-N,N-
dimetytnonacosa-20,23-dien-10-amind, (17Z,20Z)-N,N-dimemilhexacosa-17,20-dien-9-amind, (1Z,197)-
N5N-dimetilpentacosa-16,  19-dien-8-amind, (13Z,16Z)-N,N-dimetildocosa-13,  16-dien-5-amin4,
(12Z,15Z)-N,N dimetilhenicosa-12,15- dien-4-amind, (14Z,17Z)-N,N-dimetiltricosa-14,17-dien-6-amina,
(15Z7,187)-N ,N-dimetiltetracosa-15,18-dien-7-amina, (182,21Z)-N,N-dimetilheptacosa-18,21-dien-10-
amind, (15Z,18Z7)-N,N-dimetiltetracosa-15,18-dien-5-amind, (14Z,17Z)-N,N-dimetiltricosa-14, 17-dien-
4-amind, (19Z,227)-N,N-dimeihiloctacosa-19,22-dien-9-amind, (187,21 Z)-N,N-dimetilheptacosa- 18,21
-dien-8 -amind, (17Z,20Z)-N,N-dimetilhexacosa- 17,20-dien-7-amini, (16Z,19Z)-N,N-dimetilpentacosa-
16,19-dien-6-amind,  (22Z,257)-N N-dimetilhentriaconta-22,25-dien-10-amind, (21  Z,247)-N,N-
dimetiltriaconta-21,24-dien-9-amini, (18Z)-N,N-dimetilheptacos-18-en-10-amini, (17Z)-N,N-
dimetilhexacos-17-en-9-amina, (19Z.,227)-N,N-dimetiloctacosa-19,22-dien-7-amina, N.N-
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dimetilheptacosan-10-amind, (20Z,23Z)-N-etil-N-metilnonacosa-20,23-dien-10-amind, 1-[(11Z,14Z)-1-
nonilicosa-11,14-dien-1-il] pirolidind, (20Z)-N,N-dimetilheptacos-20-en-10-amind, (15Z)-N,N-dimetil
eptacos-15-en-10-amind, (14Z)-N,N-dimetilnonacos-14-en-10-amind, (17Z)-N,N-dimetilnonacos-17-en-
10-amind, (24Z)-N,N-dimetiltritriacont-24-en-10-amind, (20Z)-N,N-dimetilnonacos-20-en-1 (-amin4,
(227)-N,N-dimetilhentriacont-22-en-10-amind, (16Z)-N,N-dimetilpentacos-16-en-8-amind, (12Z,15Z)-
N,N-dimetil-2-nonilhenicosa-12,15-dien-1-amind, (13Z,167)-N,N-dimetil-3-nonildocosa-13,16-dien-1-
amind, N,N-dimetil-1-[(1S,2R)-2-octilciclopropil] eptadecan-8-amind, 1-[(1S,2R)-2-hexilciclopropil]-
N,N- dimetilnonadecan-10-aminii, N,N-dimetil-1-[(1S,2R)-2-octilciclopropillnonadecan-10-amind, N,N-
dimetil-21-[(1S,2R)-2-octilciclopropil]henicosan-10-amini,N,N-dimety]-1-[(1S,25)-2-{ [(1R,2R)-2-
pentilciclopropil)metil } ciclopropil [nonadecan-10-amind, N,N-dimetil-1-[(1S,2R)-2-
octilciclopropillhexadecan-8-amind, N,N-dimetil-[(1R,2S)-2 undecilciclopropil]tetradecan-5-amind, N,N-
dimetil-3-{7-[(1S,2R)-2-octilciclopropil]heplil} dodecan-1-amind, 1-[(1R)2S)-2-hepty Iciclopropil]-N,N-
dimetiloctadecan-9-amind, 1-[(1S,2R)-2-decilciclopropil]-N,N-dimetilpentadecan-6-amini, N,N-dimety)-
1-[(18,2R)-2-octilciclopropil]pentadecan-8-amind, R-N,N-dimcthy(-1-[(9Z, 12Z)-octadeca-9,12- dien-1-
iloxi]-3-(octiloxi)propan-2-am ine, S-N,N-dimetil-1-[(9Z,12Z)-octadeca-9,12-dien-1 -iloxi]-3-
(octiloxi)propan-2-amind, 1-{2-[(9Z,12Z)-octadeca-9,12-dien-1-iloxi]-1-[(octiloxi)metil]etil }pirolidina,
(25)-N,N-dimetil-1-[(9Z,12Z)-octadeca-9,12-dien-1-iloxi]-3-[(5Z)-oct-5-en-1-iloxi]propan-2-amind,  1-
{2-[(9Z,127Z)-octadeca-9, 12-dien-1-iloxi]-1-[(octiloxi)metil]etil }azetidine, (2S)-1-(hexiloxi)-N,N-
dimetil-3-[(9Z,12Z)-octadeca-9,12-dien-1-iloxi]propan-2-amin4, (25)-1-(heptiloxi)-N,N-dimetil-3-
[(9Z,12Z)-octadeca-9,12-dien-1-iloxi]propan-2-amind, = N,N-dimetil-1-(noniloxi)-3-[(9Z,12Z)-octadeca-
9,12-dien-1-iloxi]propan-2-amind, N,N-dimetil-1-[(9Z)-octadec-9-en-1-iloxi]-3-(octitoxi)propan-2-
amind; (25)-N,N-dimetil-1-[(6Z,9Z,12Z)-octadeca-6,9,12-trien-1-iloxi]-3-(octiloxi)propan-2-amind, (2S5)-

- [(11Z,14Z)-icosa-11,14-dien-1-iloxi]-N,N-dimetil-3-(pentiloxi)propan-2-amind, (25)-1-(hexiloxi)-3-
[(11Z,14Z)-icosa-11,14-dien- 1 -iloxi]-N,N-dimetilpropan-2-amini, 1-[(11Z,14Z)-icosa-11,14-dien-1-
iloxi]-N,N-dimetil-3-(octiloxi)propan-2-amind, 1-[(13Z,16Z)-docosa-13,16-dien-1-iloxi]-N,N-dimetil-3-
(octiloxi)propan-2-amini, (25)-1 - [(13Z,16Z)-docosa-13,16-dien-1-iloxi]-3-(hexiloxi)-N,N-
dimetilpropan-2-amind, (2S)-1-[(13Z)-docos-13-en-1-iloxi]-3-(hexiloxi)-N,N-dimetilpropan-2-amini, 1-
[(13Z)-docos-13-en-1-iloxi]-N,N-dimetil-3-(octiloxi)propan-2-amini, 1-[(9Z)-hexadec-9-en-1-iloxi]-
N,N-dimetil-3-(octiloxi)propan-2-amind,  (2R)-N,N-dimetil-H(1-metoiloctil)oxi]-3-[(9Z,12Z)-octadeca-
9,12-dien-1-iloxi]propon-2-amind, (2R)-1-[(3,7- dimetiloctil)oxi]-N,N-dimetil-3-[(9Z,12Z)-octadeca-
9,12-dien-1-iloxi]propan-2-amind, N,N-dimetil-1-(octiloxi)-3-({8-[(1S,25)-2-{[(1R,2R)-2-
pentilciclopropil Jmetil } ciclopropil]octil } oxi)propan-2-amind, N,N-dimetil-1-{[8-(2-
oclilciclopropil)octi)]oxi}-3-(octitoxi)propan-2-amind si (11E,20Z.23Z)- N,N-dimetilnonacosa-11,20,2-
trien-10-amini sau o sare acceptabild farmaceutic sau stercoizomer al acestora. Ficcare posibilitate
reprezintd un exemplu de realizare separat al prezentei inventii.

Exemple suplimentare de lipide cationice includ urmitoarele:
Dﬁ/\/\/\/\/\/\/\f’“\/’
NH;, \I
)\ﬂ/ )k N T Vi

OE/VWW
Mj/ \/EQLWW\N\/\
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Intr-o varianti de realizare, lipida poate fi o lipidi scindabili, cum ar fi cele descrise in
Publicatia internationald nr. W02012170889. Intr-o alti varianti de realizare, lipida poate fi o lipidd
cationicd cum ar fi, dar fard a se limita la, Formula (1) din cererea de brevet U.S. Nr. US20130064894.
Intr-o varianti de realizare, lipida cationici poate fi sintetizatd prin metode cunoscute in domeniu si/sau
asa cum sunt descrise publicatiile internationale nr. W02013086354. intr-o alti varianti de realizare,
lipida cationicd poate fi o lipida cationicd trialchilicd. Exemple nelimitative de lipide cationice trialchilice
si metode de obfinere si utilizare a lipidelor cationice trialchilice sunt descrise in publicatia internationald
de brevet nr. W0O2013126803.

Inunele Variante de realizare, lipide suplimentare pot cuprinde un compus cu Formula (X):

R‘\\ P

A

sau o sare sau izomer al acestora, in care:

R; este selectat din grupul care constd din alchil Cs 3o, alchenil Cs., -R'YR", -YR", si -R"M'R’;

R si Rs sunt selectate independent din grupul care constd din H, alchil Ci.14, alchenil Cy.14, -R'YR", -YR",
si -R'OR", sau R si Rs, impreuni cu atomul la care sunt atasati, formeaza un heterociclu sau carbociclu;
R4 este selectat din grupul care consta din un carbociclu Css, -(CH2).Q, -(CH»)sCHQR,

-CHQR, -CQ(R)a, si alchil Ci.¢ nesubstituit, in care Q este selectat dintre un carbociclu, heterociclu, -OR,
-O(CH2)uN(R)2, -C(O)OR, -OC(O)R, -CXj, -CX:H, -CXH;, -CN, -N(R)2, -C(O)N(R)2, -N(R)C(O)R, -
NR)S(O)R, -NR)C(O)N(R):, -NR)C(SN(R)2, -N([R)Rs, -O(CH2),OR, -NR)C(=NR9)N(R), -
N(R)C(=CHRg)N(R)2, -OC(O)N(R)2, -N(R)C(O)OR, -N(OR)C(O)R, -N(OR)S(0O):R, -N(OR)C(O)OR, -
N(OR)C(O)N(R)z, -N(OR)C(S)N(R)2, -N(OR)C(=NR9)N(R),, -N(OR)C(=CHRg)N(R),, -C(=NR9)N(R),
-C(=NRg)R, -C(O)N(R)OR, si -C(R)N(R):C(O)OR, si fiecare n este selectat independent dintre 1, 2, 3, 4,
si5;

fiecare Rs este selectat independent din grupul care constd din alchil Cy.3, alchenil Cs.3, si H;
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fiecare R este selectat independent din grupul care constd din alchil Ci.3, alchenil Cs.3, si H;

M si M' sunt selectate independent dintre -C(O)O-, -OC(O)-, -C(O)N(R")-, -N(R)C(O)-, -C(O)-, -C(S)-,
-C(S)S-, -SC(S)-, -CH(OH)-, -P(O)(OR"O-, -S(O),-, -S-S-, o grupare aril, si o grupare heteroaril;

Ry este selectatd din grupul care consta din alchil Cy, alchenil C,.3, 51 H;

Rg este selectatd din grupul care consta din carbociclu si heterociclu Cs.;

Ry este selectatd din grupul care constd din H, CN, NOs, alchil Ci., -OR, -S(0):R, -S(0):N(R),, alchenil
Ca.6, carbociclu si heterociclu Cs.g;

fiecare R este selectat independent din grupul care constd din alchil Cy.3, alchenil Ca3, si H;

fiecare R' este selectat independent din grupul care constd din alchil Ci.1s, alchenil Ca.15, -R'YR", -YR", si
H;

fiecare R" este selectat independent din grupul care consta din alchil Cs.14 si alchenil Cs.14;

fiecare R” este selectat independent din grupul care consta din alchil Ci.12 si alchenil Ca.12;

fiecare Y este independent un carbociclu Cs.;

fiecare X este selectat independent din grupul care consti din F, Cl, Br, si I; si

m este selectat dintre 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 51 13.

In unele variante de realizare, un subset de compusi cu Formula (X) 1i includ pe cei in care
atunci cand Ry este -(CH»),Q, -(CH»),CHQR, -CHQR, sau -CQ(R),, atunci (i) Q nu este -N(R), cind n
este 1,2, 3, 4 sau 5, sau (ii) Q nu este heterocicloalchil cu 5, 6, sau 7- membri cand n este 1 sau 2.

In unele variante de realizare, un alt subset de compusi cu Formula (X) i includ pe cei in care
R; este selectat din grupul care consti din alchil Cs 30, alchenil Cs., -R'YR", -YR", si -R"M'R";
R> si R3 sunt selectate independent din grupul care constd din H, alchil Ci.14, alchenil Cs.14, -R'YR", -YR",
si -R'OR", sau R, si Rs, impreuni cu atomul la care sunt atasati, formeazi un heterociclu sau carbociclu;
R4 este selectatd din grupul care constd dintr-un carbociclu Cs., -(CH2),Q,
-(CH2).CHQR,
-CHQR, -CQ(R)a, si alchil Ci.¢ nesubstituit, in care Q este selectat dintre un carbociclu Cs., un heteroaril
cu 5- la 14- membri avand unul sau mai multi heteroatomi selectati dintre N, O, si S, - OR,
-O(CH2)uN(R);, -C(O)OR, -OC(O)R, -CX;3, -CX;H, -CXH;, -CN, -C(ONR);, -NR)C(O)R,
-N(R)S(0):R, -N(R)C(O)N(R),, -N(R)C(S)N(R)2, -CRN(R),C(O)OR, -N(R)Rs, -O(CH»),OR, -N(R)C
(-NRoN(R)2, -N(R)C(=CHR9)N(R),, -OC(O)N(R),, -N(R)C(O)OR, -N(OR)C(O)R, -N(OR)S(O)R,
-N(OR)C(O)OR, -N(OR)C(O)N(R),, -N(OR)C(S)N(R), -N(OR)C(=NRg)N(R),,
-N(OR)C(=CHR9)N(R),, -C(=NR9)N(R)2, -C(=NRg)R,
-C(O)N(R)OR, si un heterocicloalchil cu 5- la 14- membri avind unul sau mai multi heteroatomi selectati
dintre N, O, si S care este substituit cu unul sau mai multi substituenti selectati dintre oxo (=0), OH,
amino, mono- sau di-alchilamino, si alchil C, .3, si fiecare n este selectat independent dintre 1, 2, 3, 4, si 5;
fiecare Rs este selectat independent din grupul care constd din alchil Cy.3, alchenil Cs.3, si H;
fiecare R este selectat independent din grupul care constd din alchil Cy.3, alchenil Cs.3, si H;
M si M' sunt selectati independent dintre -C(O)0O-, -OC(O)-, -C(O)N(R')-, -N(RHC(O)-, -C(O)-, -C(S)-,
-C(S)S-, -SC(S)-, -CH(OH)-, -P(O)(OR"O-, -S(O),-, -S-S-, o grupare aril, si o grupare heteroaril;
Ry este selectatd din grupul care consta din alchil Cy, alchenil Ca.3, 51 H;
Rg este selectat din grupul care constd din carbociclu Cs. si heterociclu;
Ry este selectatd din grupul care constd din H, CN, NOs, alchil Ci., -OR, -S(0):R, -S(0):N(R),, alchenil
Ca.6. carbociclu Cs.s s1 heterociclu;
fiecare R este selectat independent din grupul care constd din alchil Cy, alchenil Ca3, s H;
fiecare R' este selectat independent din grupul care constd din alchil Ci.1s, alchenil Ca.15, -R'YR", -YR", si
H;
fiecare R" este selectat independent din grupul care consti din alchil Cs.14 si alchenil Cs._14;
fiecare R” este selectat independent din grupul care consta din alchil Ci.12 si alchenil Ca.12;
fiecare Y este independent un carbociclu Cs.;
fiecare X este selectat independent din grupul care consta din F, Cl, Br, si I; si
m este selectat dintre 5, 6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 51 13,
sau sdruri sau izomeri ai acestora.

In unele variante de realizare, un alt subset de compusi cu Formula (X) i includ pe cei in care
R; este selectat din grupul care constd din alchil Cs 3o, alchenil Cs., -R'YR", -YR", si -R"M'R’;
R> si Ry sunt selectati independent din grupul care constd din H, alchil Ci.14, alchenil Ca.14, -R'YR”, -YR",
si -R'OR", sau R si Rs, impreuni cu atomul la care sunt atasati, formeaza un heterociclu sau carbociclu;
R4 este selectat din grupul care constd dintr-un carbociclu Cs, -(CH2)Q, -(CH2).CHQR,
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-CHQR, -CQ(R),, si alchil Ci¢ nesubstituit, in care Q este selectat dintre un carbociclu Css, un
heterociclu cu 5- la 14-membri avand unul sau mai multi heteroatomi selectati dintre N, O, si S, - OR,
-O(CH2)uN(R);, -C(O)OR, -OC(O)R, -CX;3, -CX;H, -CXH;, -CN, -C(ONR);, -NR)C(O)R,
-N(R)S(0):R, -N(RYC(O)N(R)2, -N(RYC(S)N(R)2, -CRN(R)C(O)OR, -N(R)Rs,

-O(CH2),OR, -N(R)C(=NRg)N(R),, -N(R)C(=CHR9)N(R),, -OC(O)N(R),, -N(R)C(O)OR, -N(OR)C(O)R,
-N(OR)S(O)R, -N(OR)C(O)OR, -N(OR)C(O)N(R)2, -N(OR)C(S)N(R)2, -N(OR)C(=NRg)N(R),,
-N(OR)C(=CHRo)N(R),, -C(=NRo)R, -C(O)N(R)OR, si

-C(=NRg)N(R),, si fiecare n este selectat independent dintre 1, 2, 3, 4, si 5; si atunci cand Q este un
heterociclu cu 5- la 14-membri si (i) R4 este -(CH2),Q in care n este 1 sau 2, sau (ii)) R4 este
-(CH»),CHQR 1in care n este 1, sau (iii) R4 este -CHQR, si -CQ(R),, atunci Q este fie un heteroaril cu 5 la
14 membri fie un heterocicloalchil cu 8 1a 14 membri;

fiecare Rs este selectat independent din grupul care constd din alchil Cy.3, alchenil Cs.3, si H;

fiecare R este selectat independent din grupul care constd din alchil Cy.3, alchenil Cs.3, si H;

M si M' sunt selectati independent dintre -C(O)0O-, -OC(O)-, -C(O)N(R')-, -N(RHC(O)-, -C(O)-, -C(S)-,
-C(S)S-, -SC(S)-, -CH(OH)-, -P(O)(OR"O-, -S(O),-, -S-S-, o grupare aril, si o grupare heteroaril;

R7 este selectat din grupul care constd din alchil Cy.3, alchenil Ca3, si H;

Rg este selectat din grupul care constd din carbociclu Cs. si heterociclu;

Ry este selectat din grupul care constd din H, CN, NO,, alchil Ci, -OR, -S(O):R, -S(0)N(R),, alchenil
Ca.6, carbociclu Cs.s s1 heterociclu;

fiecare R este selectat independent din grupul care constd din alchil Cy.3, alchenil Ca3, si H;

fiecare R' este selectat independent din grupul care constd din alchil Ci.1s, alchenil Ca.15, -R'YR", -YR", si
H;

fiecare R" este selectat independent din grupul care consti din alchil Cs.14 si alchenil Cs._14;

fiecare R” este selectat independent din grupul care consti din alchil Cy.1> si alchenil Ca.12;

fiecare Y este independent un carbociclu Cs.;

fiecare X este selectat independent din grupul care consta din F, Cl, Br, si I; si

m este selectat dintre 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 51 13,

sau siruri sau izomeri ai acestora.

In unele variante de realizare, un alt subset de compusi cu Formula (X) i includ pe cei in care
R; este selectat din grupul care constd din alchil Cs 3o, alchenil Cs., -R'YR", -YR", si -R"M'R’;
R si R3 sunt selectati independent din grupul care constd din H, alchil Ci.14, alchenil Cs.14, -R'YR", -YR",
si -R'OR", sau R si Rs, impreuni cu atomul la care sunt atasati, formeaza un heterociclu sau carbociclu;
R4 este selectat din grupul care constd dintr-un carbociclu Cs, -(CH2)Q, -(CH2).CHQR,
-CHQR, -CQ(R)a, si alchil Ci.¢ nesubstituit, in care Q este selectat dintre un carbociclu Cs., un heteroaril
cu 5 la 14 membri avand unul sau mai mulfi heteroatomi selectati dintre N, O, si S, - OR,
-O(CH2)uN(R)3, -C(O)OR, -OC(0O)R, -CXj3, -CX;H, -CXHa, -CN, -C(O)N(R),,
N(R)C(O)R, -N(R)S(O):R, -N(R)C(O)N(R)2, -N(R)C(S)N(R),, -CRN(R),C(O)OR, -N(R)Rg,
-O(CH2).OR, -N(R)C(=NR9)N(R), -N(R)C(=CHR9)N(R),, -OC(O)N(R),, -N(R)C(O)OR,
-N(OR)C(O)R, -N(OR)S(0):R, -N(OR)C(O)OR, -N(OR)C(O)N(R)3, -N(OR)C(S)N(R)>,
-N(OR)C(=NRg)N(R)3, -N(OR)C(=CHR9)N(R), -C(=NRy)R, -C(O)N(R)OR, si
-C(=NRg)N(R),, si fiecare n este selectat independent dintre 1, 2, 3, 4, si 5;
fiecare Rs este selectat independent din grupul care constd din alchil Cy.3, alchenil Cs.3, si H;
fiecare R este selectat independent din grupul care constd din alchil C.3, alchenil Cs.3, si H;
M si M' sunt selectate independent dintre -C(O)O-, -OC(O)-, -C(O)N(R')-,
-N(R)YC(O)-, -C(0)-, -C(S)-, -C(S)S-, -SC(S)-, -CH(OH)-, -P(O)(OR")O-, -S(0O),-, -S-S-, 0 grupare aril, si
o grupare heteroaril,;
Ry este selectat din grupul care constd din alchil Cy.3, alchenil Ca3, si H;
Rg este selectat din grupul care constd din carbociclu Cs. si heterociclu;
Ry este selectat din grupul care constd din H, CN, NO,, alchil Ci, -OR, -S(O):R, -S(0)sN(R),, alchenil
Ca.6, carbociclu Cs.s si heterociclu;
fiecare R este selectat independent din grupul care constd din alchil Cy.3, alchenil Ca3, si H;
fiecare R' este selectat independent din grupul care constd din alchil Ci.1s, alchenil Ca.15, -R'YR", -YR", si
H;
fiecare R" este selectat independent din grupul care consta din alchil Cs.14 si alchenil Cs.14;
fiecare R” este selectat independent din grupul care consta din alchil Ci.12 si alchenil Ca.12;
fiecare Y este independent un carbociclu Cs.;
fiecare X este selectat independent din grupul care consti din F, Cl, Br, si I; si
m este selectat dintre 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 51 13,
sau sdruri sau izomeri ai acestora.
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In unele variante de realizare, un alt subset de compusi cu Formula (X) i includ pe cei in care
R; este selectat din grupul care consti din alchil Cs 3o, alchenil Cs., -R'YR", -YR", si -R"M'R";
R> si Ry sunt selectati independent din grupul care constd din H, alchil C.14, alchenil Ca.14, -R'YR”, -YR",
si -R'OR", sau R, si Rs, impreuni cu atomul la care sunt atasati, formeazi un heterociclu sau carbociclu;
R4 este -(CH2)nQ sau -(CH2),CHQR, in care Q este -N(R),, si n este selectat dintre 3, 4, s1 5;
fiecare Rs este selectat independent din grupul care constd din alchil Cy.3, alchenil Cs.3, si H;
fiecare R este selectat independent din grupul care constd din alchil Cy.3, alchenil Cs.3, si H;
M si M' sunt selectati independent dintre -C(O)0O-, -OC(O)-, -C(O)N(R')-, -N(RHC(O)-, -C(O)-, -C(S)-,
-C(S)S-, -SC(S)-, -CH(OH)-, -P(O)(OR"O-, -S(O),-, -S-S-, o grupare aril, si o grupare heteroaril;
R7 este selectat din grupul care constd din alchil Cy.3, alchenil Ca3, si H;
fiecare R este selectat independent din grupul care constd din alchil Cy.3, alchenil Ca3, si H;
fiecare R’ este selectat independent din grupul care constd din alchil Ci.is, alchenil Ca.1s, -R'YR”, -YR", si
H;
fiecare R" este selectat independent din grupul care consti din alchil Cs.14 si alchenil Cs._14;
fiecare R” este selectat independent din grupul care consta din alchil Ci.12 si alchenil Cy.12;
fiecare Y este independent un carbociclu Cs.;
fiecare X este selectat independent din grupul care consta din F, Cl, Br, si I; si
m este selectat dintre 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 51 13,
sau sdruri sau izomeri ai acestora.

In unele variante de realizare, un alt subset de compusi cu Formula (X) ii includ pe cei in care
R; este selectat din grupul care constd din alchil Cs 3o, alchenil Cs., -R'YR", -YR", si -R"M'R’;
R> si R3 sunt selectati independent din grupul care constd din alchil Cy.i4, alchenil Co.14, -R'YR", -YR", si
-R'OR", sau R, si Rs, impreuni cu atomul la care sunt atasati, formeazi un heterociclu sau carbociclu;
R4 este selectat din grupul care constd din -(CH2).Q, -(CH2).CHQR, -CHQR, si -CQ(R),, in care Q este
-N(R),, si n este selectatd dintre 1, 2, 3, 4, si 5;
fiecare Rs este selectat independent din grupul care constd din alchil Cy.3, alchenil Cs.3, si H;
fiecare R este selectat independent din grupul care constd din alchil Cy.3, alchenil Cs.3, si H;
M si M' sunt selectati independent dintre -C(O)O-, -OC(O)-, -C(O)N(R)-, -N(R)C(0O)-, -C(0)-, -C(S)-,
-C(S)S-, -SC(S)-, -CH(OH)-, -P(O)(OR"O-, -S(O),-, -S-S-, o grupare aril, si o grupare heteroaril;
R7 este selectat din grupul care constd din alchil Cy.3, alchenil Ca3, si H;
fiecare R este selectat independent din grupul care consta din alchil Cy, alchenil Ca3, 51 H;
fiecare R' este selectat independent din grupul care constd din alchil Ci.1s, alchenil Ca.15, -R'YR", -YR", si
H;
fiecare R" este selectat independent din grupul care constd din alchil Cs.14 si alchenil Cs_4;
fiecare R” este selectat independent din grupul care consta din alchil Ci.12 si alchenil Cy.12;
fiecare Y este independent un carbociclu Cs.;
fiecare X este selectat independent din grupul care consta din F, Cl, Br, si I; si
m este selectat dintre 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 51 13,
sau sdruri sau izomeri ai acestora.

In unele variante de realizare, un subset de compusi cu Formula (X) include cei cu Formula
(XA):

N %,
RNg——L
) Ry (XA),

sau o sare sau izomer al acestora, in care | este selectat dintre 1, 2, 3, 4, si 5; m este selectat dintre 5, 6, 7,
8, 51 9; M, este o legiturd sau M'; Ry este alchil Ci; nesubstituit, sau -(CH»),Q, in care Q este OH,
-NHC(S)N(R)2, -NHC(O)N(R),, -NR)CO)R, -NR)SO)R, -NR)Rs, -NHC(=NRy)N(R),,
-NHC(=CHR9)N(R)2, -OC(O)N(R)2, -N(R)C(O)OR, heteroaril sau heterocicloalchil, M si M’ sunt
selectati independent dintre -C(O)O-, -OC(O)-, -C(O)N(R")-, -P(O)(OR)O-, -S-S-, o grupare aril, si o
grupare heteroaril; si R, si Rz sunt selectafi independent din grupul care constd din H alchil, Ci.4, si
alchenil C;.14.

M‘;“-—Ri

In unele variante de realizare, un subset de compusi cu Formula (X) include cei cu Formula (XI):
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(D) sau o sare sau izomer al acestora, in care | este selectat dintre 1, 2, 3, 4, si 5; M este o legiturd sau M";
R4 este alchil Ci.3 nesubstituit, sau -(CH2),Q, in care n este 2, 3, sau 4, si Q este OH, -NHC(S)N(R),
-NHC(O)N(R)>2, -N(R)YC(O)R, -NR)S(O)R, -N(R)Rz, -NHC(=NR9)N(R);, -NHC(=CHRy)N(R),,
-OC(O)N(R)2, -N(RYC(O)OR, heteroaril sau heterocicloalchil, M si M’ sunt selectati independent dintre
-C(0)O-, -OC(0)-, -C(O)N(R")-, -P(O)(OR")O-, -S-S-, o grupare aril, si o grupare heteroaril; si R, si R3
sunt selectati independent din grupul care constd din H, alchil Ci.14, si alchenil Cs. 4.

In unele variante de realizare, un subset de compusi cu Formula (X) include cei cu Formula
(XIa), (XIb), (XIc), sau (XIe):

0”0 (XTh),

MOW
R;N\/\/\/l m
0”0 ' (XIc),
sau
O
(\/\/H\OW
0% 0"

sau o sare sau izomer al acestora, in care R4 este asa cum este descris aici.

(Xle),

In unele variante de realizare, un subset de compusi cu Formula (X) include cei cu Formula
(X1d):
0 o}
g

, R
HOA’%NN;
(Rﬁ ®) Ry
RS /. \1/
o Rz (Hd).

sau o sare sau izomer al acestora, in care n este 2, 3, sau 4; si m, R', R", si R, pand la R¢ sunt asa cum este
descris aici. De exemplu, fiecare dintre R si R3 poate fi selectat independent din grupul care consti din
alchil C5_14 §1 alchenil C5_14.
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In unele variante de realizare, un subset de compusi cu Formula (X) include cei cu Formula
(XIa), (XIb), (XIc), sau (XIe):

e

(\/MOWW

{Xla}

s man

10

MUW

sau o sare sau izomer al acestora, in care R4 este asa cum este descris aici.

(xle),

15 In unele variante de realizare, un subset de compusi cu Formula (X) include cei cu Formula
(X1d):
Q o

© R ),
sau o sare sau izomer al acestora, in care n este 2, 3, sau 4; si m, R', R", si R, pand la R¢ sunt asa cum este
descris aici. De exemplu, fiecare dintre R> si R3 poate fi selectat independent din grupul care consta din
20 alchil C5_’14 §1 alchenil C5_14.
In unele variante de realizare, compusul cu Formula (X) este selectat din grupul care constd din:

r e
Hn%?‘im “"\'\.f’\l ' o
Rl o

H@"’\"‘ A ;\ (’\/” RV
O @Mx%w

{Comples 3007,

{Compus $013,
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P

-HQWNM’l Cf""\«. e
r‘”’\f’\N

HQWN\M/E\ ¢ WW

Q {Campus SU3),

{Compus 36,

A
H(}*"\“MWW"} r’\,«fw
T W N e
{W\Vﬂ“xsf“\::::f““,\mw’“\f%f

ol wﬁ\m/l C

Ha\f\w"g “Mj\ pOE

{Compus SH4),

T {Compus! 3486,
el ¢ , . - {Compus 387,
{} ‘{‘ﬁ'vh“\,&*ﬁw \C,?J N,“_,.ﬁ" NN N

{Compus 0L

N e A N ey
»R@fﬁ‘ /}\ »L\,f\ AN o T

~ {Compus 308},

. ffwﬁm}kgw*\w\w

WO i T S

D” : (Compus 510),
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O

MDW
Ho“(\ \/\/\/voj\o’i\//\/\:/\/v

(Compus 511),

”"‘D\/\/W:Lm/

(Compus 512},

Yo

5 (Compus 513},
O
(\/\/\/U\QWW
T ST
om0 (Compus 514},
D
\/\/\/j‘* OF TN TN

(Compus 515},
10

O

| (\/\/\)‘\OWW
.,»Nv‘\of\zmx/\/\/j\ m
0% o '

(Compus 516},

N-0
&
A
H\ S mgowﬂu’\v’\v’\a

15 (Compus 517},
N*w

RO SRNe 2 600S
H\/ i \‘roxf’“‘xf’"\f R
(Compus 518},
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O
N TN
ﬁ/\/\/\)LD
ihasas¥esed
0”0 (Compus 18),
O
(\/V\)L‘OW
ST S
070 (Compus 519),
5
O
T W N
MQ
Huﬂvﬁv‘N.vﬁvmvmg\ /C“’:\/\:{:/:/
0”0 (Compus 520),

o
Q/\NW

NGWN\/\/\/J /C\/:/\;/\/
o0 ' (Compus 521},

0

(\/\/\/u\ W
0
O™ C
oH o” o (Compus 522),

10
O

[/\/\/\/u\ P VS NI NP

Q

T IS
0" 0o (Compus 523),

o

(’\/\NU\O/\::.#W
HQNN\/\/\/)\ /E;/;C/\/
0¥ o (Compus 524},

15
G

N M@AW

. (Compus 525},
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L8]

’ !(\)\OANW
T AL

o)

KV\/\/lLO%W\f
HD"’\X N \/\/j\ m/\/
o

MQ/\V/\M
T A

Hof\«“\/\/\/gj\o ,]::\//\\/Z/
I/\/\/\ioﬁww
aas¥eced

r"\/\/\/v\\/\/\//\

iaaseoed
om0

15

MQW
AL

(Compus 526},

(Compus 527},

(Compus 528},

(Compus 529},

(Compus 530},

(Compus 531},

(Compus 532},

(Compus 533},
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O

I OO
L€ M -

(Compus 534},
o]
I/\/\/\/KOW
HDNN\/\/\/J J:/\/\/\/
or o (Compus 535),
Q
(\/\/\)LOW
HO*’“\,’N\/\/\/D\ Ji\-/\/\/
5 oo (Compus 536),
D‘
WN\/\/\/j\ m
e
S (Compus 537),
o

WW"\
M M\/’\.«N\/\/\/l L\/i:/\/\\//
O O

10 (Compus 538),
a
T W
y (\/\/‘\J\ ’
NWMW\/)\ m
SR ' (Compus 539},
O
4 '/\/\/\)‘\O
N\,f\/N\/\/\/j\ /C@\//
0”0 (Compus 540),
15
C)

MD;CCC’V

(Compus 541},
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H M T

(Compus 542},

5 - (Compus 543},
(Compus 544},

10 : (Compus 545},

o
X(N (\/\/’\)'L
| @Cﬁ,
' (Compus 546},

asastcesd

(Compus 547},
15
G

(\/\/\*ﬁk/\/\/\/

(\/\/\/‘CLO/C/\/\/\/
AP $ees

(Compus 548),

(Compus 549),
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(\/\/\jg/li:\/\/\/

(Compus 550},
0
l/\)l\@f\/‘m.
T ST
5 o” o (Compus 551),
0

AL

(Compus 552},
O

Hof‘\xN\/\/\/l /(:/\/\/
oF 0 R N N

o]
07 NN

iaaesVceed
07 07

(Compus 553},
10

(Compus 554},

(Compus 555},

15

MQW
T LS

(Compus 556},

(\/\/\)j\o '
HO™ N \/\/\/l
ol o]

(Compus 557},
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HO”\WN\/\/\/D\ C\
070" (Compus 558),
D
/‘WW
L
s (Compus 559},
O
K\/\/\)J\OW
AAAASS T OUSON
S = (Compus 560), si
8]
l/\/\/U\O
HDNNMV“l m
P S
0”0 (Compus 561).
10 In variante de realizare suplimentare, compusul cu Formula (X) este selectat din grupul care
consta din:
Q
(\/\MGW
o~ OCTT
o7 0
(Compus 562},
o
‘/\/\/\/lLva’\\
HOWM\/WJ\ /Q/\/\
15 o7 0 (Compus 563), si
¥

}(\/\/\)‘LDW
HO™ ™ \/\/\/{;\O /U\/\/

In unele variante de realizare, compusul cu Formula (X) este selectat din grupul care consti din:

(Compus 564).
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izomeri ai acestora,

20 In unele variante de realizare, o nanoparticuli cuprinde urmitorul compus:
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(Compus 731) sau saruri
sl izomeri ai acestuia.

In unele variante de realizare, dezviluirea prezinti o compozitie de nanoparticuld care include o
componentd lipidica care cuprinde un compus asa cum este descris aici (de exemplu, un compus conform
cu Formula (X), (XA), (XI), (XIa), (XIb), (XIc), (XId) sau (XIe)).

Lipide necationice, incluzind lipide necationice helper

Componenta lipidicd a nanoparticulei poate include orice lipidd neutrd si/sau necationicd (de
exemplu, lipide care sunt lipide neutre sau necationice la pH fiziologic). Lipidele necationice pot include,
dar nu se limiteazi la, acizi grasi, glicerolipide si lipide prenol. In anumite variante de realizare, lipida
necationic este un acid gras. acidul gras poate fi saturat sau nesaturat. Exemple de acizi grasi nesaturati
includ, dar nu se limiteaz3 la, acid miristoleic, acid palmitoleic acid sapienic, acid oleic, acid elaidic, acid
vaccenic, acid linoleic, acid linoelaidic, acid alfa-linoelaidic acid arachidonic, acid eicosapentaenoic, acid
erucic, acid docosahexanoic, sau oricare izomeri cis/trans de legiturd dubli ai acestora. In anumite
variante de realizare, lipida este acidul oleic. In anumite variante de realizare, lipida este un izomer de
acid oleic (de exemplu, legitura dubli este intr-o locatie diferitd de-a lungul lantului alifatic fati de acidul
oleic). In anumite variante de realizare, lipida este un analog de acid oleic (de exemplu, lantul alifatic este
cu 1-10 atomi de carbon mai lung sau cu 1-10 atomi de carbon mai scurt decat lantul alifatic al acidului
oleic). Exemplele de acizi grasi saturafi includ, dar nu sunt limitate la, acid caprilic, acid capric, acid
lauric, acid miristic, acid palmitic, acid stearic, acid arachidic, acid behenic, acid lignoceric, si acid
cerotic. In anumite variante de realizare, lipida necationici este un derivat de glicini al unui acid gras (de
exemplu, N-palitoilglicini sau N-oleoglicini) In anumite variante de realizare, lipida necationica este o
glicerolipida (de exemplu, monoglicerida, diglicerida, trigliceridd). In anumite variante de realizare, lipida
necationici este o monogliceridi. In anumite variante de realizare, lipida necationica este o diglicerida. In
anumite variante de realizare, lipida necationici este o trigliceridi. In anumite variante de realizare, lipida
necationicd cuprinde un fragment de zahdr (de exemplu, zaharida, dizaharida, polizaharidd). Exemple de
lipide necationice includ, dar nu sunt limitate la, urmitoarele:

o
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(Compus 18),
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(Compus 393),
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Exemple de lipide care cuprind zaharuri includ, dar nu se limiteazd la urmitoarele:
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Lipide necationice zwitterionice

In anumite variante de realizare, lipidele necationice utile in prezenta inventie sunt analogi
DSPC in care fragmentul de fosfocolini este inlocuit cu o grupare zwitterionica diferita.

DSPC are urmitoarea structuri:

o)

ijl\,/\\/\f\/“\z"wum

Lo
L]
M%MD“ ;;"O \//J\v' \”//\wW‘%..f\Af' e W
- i it I

L] ]
Inlocuirea cu o grupare zwitterionica diferiti este reprezentati in FIG. 73.

In anumite variante de realizare, gruparea zwitterionica diferiti nu este o grupare de
fosfocolinca. In anumite variante de realizare, o lipidd necationica utild in prezenta inventie este un
compus cu Formula D). Sunt redafi aici compusi cu  Formula ID:

A
2

(n,

sau sdruri ale acestora, in care:
Z este un fragment zwitterionic,
in care fragmentul zwitterionic nu are formula:

0@
@ 0.1.0
e g
,M”‘“E,y

¥

meste(,1,2,3,4,5,6,7,8,9, sau 10;

A are formula :

12-r? ] 5
SO
LE_RZ
or M

sau

fiecare caz de L? este independent o legéturd sau alchilen Ci optional substituit, in care o unitate de
metilen a alchilenului Ci¢ optional substituit este optional inlocuiti cu -O-, -N(RY)-, -S-, -C(O)-,
-C(ON(RY)-, -NRYC(0)-, -C(0)O-, -OC(0)-, - OC(0)0-, -OCON(RY)-, -NRNC(0)O-, sau
NRNC(O)N(RY)-:

fiecare caz de R, este independent alchil Ci3 opfional substituit, alchenil Ci30 optional substituit, sau
alchinil Ci.30 optional substituit; in care optional una sau mai multe unitdti de metilen ale lui R> sunt
inlocuite independent cu carbociclilen optional substituit, heterociclilen optional substituit, arilen optional
substituit, heteroarilen optional substituit, -N(RY)-, -O-, -S-, -C(0)-, -C(ON(RM-, - NRNC(O)-,
-NRYC(O)N(RY)-, -C(0)0-, -OC(0)-, -OC(0)O-, -OC(ON(RY)-, - NR¥YC(O)O-, -C(0)S-, -SC(O)-,
-C(=NRY)-, -C(=NRMN(RY)-, -NRNC(=NRM)-, - NR¥C(=NRMN(RN)-, -C(S)-, -C(SN(RM)-, -NRNC(S)-,
-NRYC(S)N(RM)-, -S(0)-, - OS(0)-, -S(0)0O-, -0S(0)0-, -0S(0),-, -S(0),0-, -0S(0),0-, -N(RMS(0)-,
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- S(ON(RM-, -N(RMS(O)N(RY)-, -OS(O)N(RM)-, -N(RMS(O)O-, -S(0)2-, -N(RMS(0)2-, -S(0)2N(R)-,
-NRMS(0)2N(RN)-, -OS(0):N(RY)-, sau -NRMS(0),0-;
fiecare caz de RN este independent hidrogen, alchil optional substituit, sau o grupare protectoare a

azotului;
Inelul B este carbociclil optional substituit, heterociclil optional substituit, aril optional substituit, sau

heteroaril optional substituit; si
p este 1 sau 2.

In anumite variante de realizare, Z este un aminoacid sau un derivat al acestuia. In anumite

variante de realizare, Z are una dintre urmitoarele formule:
(RMN® RN 0.0® o
| N(R")
Y Oy GGY’\“O?’
&) o BDpyph
0”70 ; N{R™ ) O ,
= O il
@/\/\I Pop0 od §
, O 0
(RM3N ,:("\v’ 7’ "M N/\IN/“\\/D\/“ @(K/ 7/.
RN H , N(RN)3

1 L & M
6 NRM)
-
i}’{ }3:5-1 %
& g
-;\-'Q? N /"“ o N &
Y4 osau O L

in care RO este hidrogen, alchil optional substituit sau o grupare protectoare a oxigenului. In anumite
variante de realizare, un compus cu Formula (II) are una dintre urmétoarele formule:

0%

My @ e
o E A Oﬁ;/  OnrMy A o0 §
“m O\(’“Tnl?' (:)O\ﬂ)\/ﬂ Py A O A

o0 ©  ORrMy, , o o OINRN,

00 0 RN R 070

k=4 :

ZP N R N AVI A A
=) A {R )3"\1 E g™

sau o sare a acestuia.
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In anumite variante de realizare, un compus cu Formula (IT) are una dintre urmatoarele formule:

OR?

(RYN® Y 0..0% o)
\/E i
e ot

07 "R?
E’o o© ’ ONRN)s ,
5
2 2
O R 9 e
& RPO~P. o
MNRM, O g © 0O
®0 0 L @ o J
0" TR? 0~ "R?
0 , PNRM);
OYRQ D\\T,RE
SR S
O
RN Mg O o R Ao
"0 CNRNy,
QYRQ OYF@
]
=
, N
(RMyN O“é’g *O’U\RE © O’JJ\RZ
o) O O
10 !
0 R? OsR?
® Y
\ " 0.0 O
qu i {R hN I? 9/\/j \/[ ,E\
@ RN
O B2
o ¥
0.0 04
e
(RN)SN/“’\M HAVXO\V/I\O/U\ 5
15 sau o sare a acestuia.

De exemplu, in anumite variante de realizare, un compus cu Formula (II) este unul dintre
urmatorii:

OWV\/\/\/\.M

D
20
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sau sdruri ale acestora.
Analogi de acid oleic

Asa cum este descris aici, lipide necationice utile in prezenta inventie includ analogi de acid
oleic. Asa cum este descris aici, un analog de acid oleic poate cuprinde o coada de acid oleic modificat,
un fragment de acid carboxilic modificat, sau ambele. In anumite variante de realizare, un analog de acid
oleic este un compus cu Formula (IV). Sunt redati aici compusi cu Formula (IV):

O

A

HO™ TRY
(1v),

sau o sare a acestora, in care:

R* este, alchil Cioao optional substituit; alchenil Ciouo optional substituit; alchinil Cioao optional
substituit; in care cel putin o grupare metilen a R* este inlocuit independent cu carbociclilen optional
substituit, heterociclilen optional substituit, arilen optional substituit, heteroarilen optional substituit,
-NRY-, -0-, -S-, -C(0)-, -C(O)N(RY)-, -NRYC(0)-, -NRYC(O)N(RY)-, -C(0)0O-, -OC(0)-, - OC(0)O-,
-OC(O)N(RY)-, -NRY¥C(0)O-, -C(0)S-, -SC(O)-, -C(=NRY)-, - C(=NRMN(RY)-, -NRNC(=NRVY)-,
-NRNC(=NRMN(RMY)-, -C(S)-, -C(S)N(RY)-, - NRY¥C(S)-, -NRNC(S)N(RY)-, -S(0)-, -0OS(0)-, -S(0)0O-,
-0S(0)0-, -0S8(0)2-, - S(0)0-, -0S(0)0-, -NRMSO)-, -S(ONRYM-, -NRMS(ONRM-,
-OS(ONRY)-, - NRMS0)O-, -S(0)-, -NRMS(O)-, -S(ORNRM-, -NRMS(0):N(RY)-,
- OS(0)N(RY)-, sau -N(RMS(0),0-; si

fiecare caz de RN este independent hidrogen, alchil optional substituit, sau o grupare protectoare a
azotului.

In anumite variante de realizare, compusul cu Formula (IV) este unul dintre urméitorii:

HO\G/\/\/\/\VA/V\/\

L

HOWW\[rO\r\/\N
Q O
(Compus 148},

HGMDM
o 8]
(Compus 149),

O
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HDMU\C\//V\/\/
M \C\/\/\A

(Compus 159},

sau sdruri ale acestora.

In anumite variante de realizare, un analog de acid oleic este un compus in care fragmentul de

acid carboxilic al acidului oleic este inlocuit cu o grupare diferiti. In anumite variante de realizare, un
analog de acid oleic util in prezenta inventie este unul dintre urmatorii:
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(N Ssevemmens '
N’ \”/\/\/\/\__/\/\/\/\

HN=N

3

sau sdruri ale acestora.

In anumite variante de realizare, un analog de acid oleic util in prezenta inventie este:
OH

NEGMA:A/\M

#]
Lipide PEGilate

Componenta lipidicd a unei compozitii de nanoparticuld poate include una sau mai multe lipide
PEG sau modificate cu PEG. Astfel de specii pot fi denumite alternativ ca lipide PEGilate. O lipidd PEG
este o lipidd modificati cu polictilen glicol. O lipidd PEG poate fi sclectatd din grupul nelimitativ
constind din fosfatidiletanolamine modificate cu PEG, acizi fosfatidici modificati cu PEG, ceramide
modificate cu PEG, dialchilamine modificate cu PEG, diacilgliceroli modificati cu PEG, dialchilgliceroli
modificati cu PEG si amestecuri ale acestora. De exemplu, o lipidd PEG poate fi PEG-c-DOMG, PEG-
DMG, PEG-DLPE, PEG-DMPE, PEG-DPPC, sau o lipidid PEG-DSPE.

In unele variante de realizare lipidele modificate cu PEG sunt o formi modificati de PEG DMG.
PEG-DMG are urmatoarea structurd:

1
Ci MMﬂvf \‘“v*’)""n.
pel {\;\ g.scr\,ﬂuv/k\/()\nxm/\ I
&)

Intr-o variantii de realizare, lipidele PEG utile in prezenta dezviluire pot fi lipide PEGilate
dezvaluite in Publicatia internationald nr. WO02012099755. Oricare dintre aceste lipide PEG
exemplificative descrise aici poate fi modificatd pentru a cuprinde o grupare hidroxil pe lantul PEG. In
anumite variante de realizare, lipida PEG este o lipidd PEG-OH. Asa cum este definiti in general aici, o
"lipidd PEG-OH" (denumita aici si "lipida hidroxi-PEGilatd") este o lipidd PEGilata avind una sau mai
multe grupiri hidroxil (-OH) pe lipida. In anumite variante de realizare, lipida PEG-OH include una sau
mai multe grupdri hidroxil pe lantul PEG. In anumite variante de realizare, o lipidi PEG-OH sau hidroxi-
PEGilata cuprinde o grupare -OH la capitul lantului PEG.

Lipide PEG si PEG-OH
In anumite variante de realizare, o lipidd PEG utild in prezenta dezviluire este un compus cu

Formula (III). Sunt redati aici compusi cu Formula (I1II):
R3 U=Da oA
\{“"AO}: g
(111,
sau sdruri ale acestora, in care:
R; este -ORY;

RO este hidrogen, alchil optional substituit, sau o grupare protectoare a oxigenului;

r este un intreg cuprins intre 1 si 100, inclusiv;

L! este alchilen Ci.10 optional substituit, in care cel putin un metilen din alchilenul Ci.1o optional substituit
este inlocuit independent cu un carbociclilen optional substituit, heterociclilen optional substituit, arilen
optional substituit, heteroarilen optional substituit, -O-, -N(RY)-, -S-, -C(O)-, -C(O)N(RY)-, - NRNC(O)-,
-C(0)0-, -OC(0)-, -OC(0)O-, -OC(O)N(RY)-, -NRNC(0)O-, sau - NRNC(O)N(RN)-;

D este un fragment obtinut prin chimie click sau un fragment scindabil in conditii fiziologice;
meste0,1,2,3,4,5,6,7,8,9, sau 10;

A are formula :

fiecare caz de L* este independent o legiturd sau alchilen Ci¢ optional substituit, in care o unitate de
metilen a alchilenului Ci.c optional substituit este optional inlocuiti cu O, N(RY)-, -S-, -C(O)-,
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-C(ON(RY)-, -NRNC(0)-, -C(0)O-, -OC(O)-, - OC(0)0-, -OC(ON(RY)-, -NRNC(0)O-, sau
NRNC(O)N(RM)-:

fiecare caz de R, este independent alchil Ci3 opfional substituit, alchenil Ci30 optional substituit, sau
alchinil Ci30 optional substituit; in care optional una sau mai multe unititi de metilen ale lui R? sunt
inlocuite independent cu carbociclilen optional substituit, heterociclilen optional substituit, arilen optional
substituit, heteroarilen optional substituit, -N(RY)-, -O-, -S-, -C(0)-, -C(O)NRM-, - NRNC(0)-,
-NRYC(O)N(RN)-, -C(0)0-, -OC(0)-, -OC(0)0O-, -OC(ON(RY)-, - NR¥C(0)O-, -C(0)S-, -SC(0)-,
-C(=NRY)-, -C(=NRMN(RY)-, -NRN¥C(=NRY)-, - NR¥C(=NRMN(RY)-, -C(S)-, -C(SIN(RY)-, -NRNC(S)-,
-NRYC(S)N(RM)-, -S(0)-, - OS(0)-, -S(0)0O-, -0S(0)0-, -0S(0),-, -S(0),0-, -0S(0),0-, -N(RMS(0)-,
- S(ONRM)-, -N(RM)S(O)N(RY)-, -OS(O)N(RY)-, -N(RMS(0)O-, -S(0)2-, -N(RMS(0)2-, -S(0)2N(RM-,
-NRMS(0)2N(RN)-, -OS(0):N(RY)-, sau -NRMS(0),0-;

fiecare caz de RN este independent hidrogen, alchil optional substituit, sau o grupare protectoare a
azotului;

Inelul B este carbociclil optional substituit, heterociclil optional substituit, aril optional substituit, sau
heteroaril optional substituit; si

p este 1 sau 2.

In anumite variante de realizare, compusul cu Formula (IIT) este o lipidd PEG-OH (si anume, R?
este -ORY, si RO este hidrogen). In anumite variante de realizare, compusul cu Formula (IIT) are Formula
(III-OH):

HOV\O%L1MDMI“A

(II1-OH),

sau o sare a acestuia.

In anumite variante de realizare, D este un fragment obtinut prin chimie click (de exemplu,
triazol). In anumite variante de realizare, compusul cu Formula (III) are Formula (ITI-a-1) sau (III-a-2):
oM 8
R L\\ et 9»}:, \D,‘ by s
jt= N
w1y EH B Ry

sau o sare a acestuia.

In anumite variante de realizare, compusul cu Formula (IIT) are una dintre urmédtoarele formule:

RZ
27

1 AR
R e U

le

o]
RE(J. },\MN\%} H\L“

g2 21}12

0 N=N N"N Rr?
HDV\OMN#Lz HO\V\O%% J%«{L

sau o sare a acestuia, in care
seste0,1,2,3,4,5,6,7,8.9, sau 10.

In anumite variante de realizare, compusul cu Formula (III) are una dintre urmitoarele formule:

0w R? Oy R?
T T

]
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RV@M N Ao e mﬂ(/\o){m%” oore

¥
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sau o sare a acestuia.

In anumite variante de realizare, un compus cu Formula (IIT) are una dintre urmatoarele formule:

O R Qﬁ/Rz
Y O

o
N:: ; \i D N::N O}\\RZ
0 NN OJ\ ¥

0
A3
‘lto
e

o
[

5
2
Dﬁ/ﬂ
Z
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N=N /[' %0 o ::: y\_j‘*g’ R?
MN‘V O A R? —
Ol Ot
o/ ol 1
sau o sare a acestuia
10 In anumite variante de realizare, un compus cu Formula (IIT) are una dintre urmatoarele formule:

C’Y\/\/\/\/\/\/
\/L /”\/\/\/\/\/\/\
HO J\x’\cﬁm
(Compus 394},
OE/\WW
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(Compus 396},
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MN\X /‘L\//\/\M

15 (Compus 395},
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(Compus 397),

sau o sare a acestuia.

In anumite variante de realizare, D este un fragment scindabil in conditii fiziologice (de
exemplu, ester, amida, carbonat, carbamat, uree). In anumite variante de realizare, un compus cu Formula

(I1D) are Formula (II1-b-1) sau (ITI-b-2):
<
Rr? Li 0 A 5 j
+of jg p R{VAO}:L\GJLWA
(I11-b-1) (I11-b-2),

sau o sarcz a acestuia.
In anumite variante de realizare, un compus cu Formula (IIT) are Formula (II1-b-1-OH) sau (I11-
b-2-OH):

0
HO Ll 0 A
‘{V’”"“o}j E/ T HOV\O}:LLO)&HMA

(TT1-b-1-OH) (I11-b-2-OH),
sau O sare a acestuia.

In anumite variante de realizare, compusul cu Formula (IIT) are una dintre urmédtoarele formule:

rd
o JR?
2 o L2

L
T A S § o,
o8 \g/ m R\e/\oar( ~0 L2

¥ £

R® R?
_R? o L

LZ
s e L1 G\(v))\ : JR2
HO\{"/\Q): \g/ a .2 | HD\(\/’\QB"LLO%LZ

sau o sare a acestuia.

A

In anumite variante de realizare, un compus cu Formula (IIT) are una dintre urmatoarele formule:
2
OQT/ R o R2
o . Y
L1 0 %3
Ry AL
0 0" R R3 LU AL
Loy E’ oy o R?

i ¥

DYRQ QYRZ
© o G

HC‘%/\ )/f‘ . 0\/[ /u\ 2 L1 j\/[ f}\

o . \ér O R , HQ\{_/\D}«: ~0 5 RZ’

sau o sare a acestuia.

In anumite variante de realizare, un compus cu Formula (IIT) are una dintre urmatoarele formule:
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. R2
%T/ OYW

On

o 0
Rs\{\/_xo gﬁfﬁgaviﬂ/“\ R2 RE"{/\O );i%\@j\/tai g2 :

o L
HQM@M O)LRZ HO\G/\DM\D o ore

*

Re

sau o sare a acestuia.

In anumite variante de realizare, un compus cu Formula (IIT) are una dintre urmatoarele formule:
DY\/\/\//\/\/\/
PP
Qo )k/\/\/\/\/\/\
/U\V\OM o
O ¥
OY\/\/\/’\/\/\/
O o
“ \é/\o r o O/ﬂ\/\/\/\/\/\/\,
sau siruri ale acestora.

fp anumite variante de realizare, o lipidd PEG utild in prezenta dezviluire este un acid gras
PEGilat. In anumite variante de realizare, o lipidd PEG utild in prezenta dezviluire este un compus cu

Formula V). Sunt redati aici compusi cu Formula V):
o]
RI -~ HL s
N('/\O R
(V)
sau sdruri ale acestora, in care:
R3 este-ORO;

RO este hidrogen, alchil optional substituit sau o grupare protectoare a oxigenului;

r este un intreg cuprins intre 1 si 100, inclusiv;

R este alchil Cio.40 optional substituit, alchenil Cioo optional substituit, sau alchinil Cioao optional
substituit; si optional una sau mai multe grupari metilen ale lui R? sunt inlocuite cu carbociclilen optional
substituit, heterociclilen optional substituit, arilen optional substituit, heteroarilen optional substituit,
-N(RY)-, -0-, -S-, - C(0)-, -C(OIN(RY)-, -NRYXC(0)-, -NRNC(O)N(RY)-, -C(0)0O-, -OC(0)-, -OC(0)O-,
-OC(OIN(RY)-, -NRYC(0)O-, -C(O)S-, -SC(0)-, -C(=NRY)-, -C(=NRMN(RM-,-NRNC(=NRY)-,
NRYCENRMNRY)-, -C(S)-, -C(S)NRN)-, -NRNC(S)-,-NRYC(S)N(RY)-, -S(0)-, -0S(0)-, -S(0)O-,
-0S(0)0-,  -0S(0)2-, -S(0)0-,-05(0)0-, -NRMS(0)-, -S(ONRYM-, -NRMS(ONRM-,
-OS(0)N(RM)-,-N(RM)S(0)O-, -S(0)2-, -N(RMS(O)2-, -S(0)2N(RM)-, -N(RMS(0)2N(RM)-,-0S(0)>N(R")-,
sau -N(RMS(0),0-; si

fiecare caz de RN este independent hidrogen, alchil optional substituit, sau o grupare protectoare a
azotului.
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In variante de realizare ale inventiei, compusul cu Formula (V) are Formula (V-OII):

o
HD%’AD%RS

(V-0OH),
sau o sare a acestuia.

In anumite variante de realizare, un compus cu Formula (V) are una dintre urmatoarele formule:
& . L

,‘«O\Q/\D}rj\/\/\/\/\/\‘/\/\/\ - ‘ .

(Compus 400},

.0
o })K/\/\/\/W\/\/\/
¥ e
(Compus 401},

,fo\@/\g)r)\/\/\/\/——:\/%/\/\

(Compus 402},
’PO\(“/\O);U\/\/\/\/\/\/\/\/\/\
Q
‘ HQ\(\//\QHK/\/\/V\/\/W
H 8 |
0{/\9}}’\/”{\/\/\/\/\/\/\/\/
0

HD\{V/\O%:\/ES ,

sau o sare a acestuia.

Numeroase formuldri de LNP avénd diferite lipide PEG au fost preparate si testate in ceea ce
priveste activitatea, asa cum s-a demonstrat in Exemplele incluse mai jos.
Fosfolipide, inclusiv fosfolipidele helper

Fosfolipidele, asa cum sunt definite aici, sunt orice lipide care cuprind o grupare de fosfat.
Fosfolipidele sunt un subset de lipide necationice. Componenta lipidici a unei comporzitii de
nanoparticule poate include una sau mai multe fosfolipide, cum ar fi una sau mai multe lipide
(poli)nesaturate. Fosfolipidele se pot asambla in unul sau mai multe bistraturi lipidice. In general,
fosfolipidele pot include un fragment fosfolipidic si unul sau mai multe fragmente de acizi grasi. Un
fragment de fosfolipidd poate fi selectat din grupul nelimitativ constand din fosfatidil colind, fosfatidil
etanolamind, fosfatidil glicerol, fosfatidil serind, acid fosfatidic, 2-lizofosfatidil colind, si o sfingomielina.
Un fragment de acid gras poate fi sclectatd din grupul nelimitativ constind din acid lauric, acid miristic,
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acid miristoleic, acid palmitic, acid palmitoleic, acid stearic, acid oleic, acid linoleic, acid alfa-linolenic,
acid erucic, acid fitanoic, acid arahidic, acid arahidonic, acid eicosapentaenoic, acid behenic, acid
docosapentaenoic, si acid docosahexaenoic. Sunt de asemenea avute in vedere specii nenaturale,
incluzand specii naturale cu modificari si substitutii, inclusiv ramificare, oxidare, ciclizare si alchine. De
exemplu, o fosfolipida poate fi functionalizatd cu sau reticulatd la una sau mai multe alchine (de exemplu,
o grupare alchenil in care una sau mai multe legituri duble sunt inlocuite cu o legiturd tripla). in conditii
de reactie adecvate, o grupare alchinca poate suferi o cicloadifie catalizatd de cupru la expunerea la o
azida. Astfel de reactii pot fi utile in functionalizarea unui bistrat lipidic al unei compozitii de
nanoparticuld pentru a facilita penetrarea membranei sau recunoasterea celulard sau in conjugarea unei
compozifii de nanoparticuld la o componenti utild, cum ar fi un fragment de tintire sau imagistic
(deexemplu, un colorant). Fiecare posibilitate reprezintd o variantd de realizare separati a prezentei
inventii.

Fosfolipidele utile in compozitii si metode pot fi selectate din grupul nelimitativ constind din
1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfocolind (DSPC), 1,2-diolcoil-sn-glicero-3-fosfoctanolamind (DOPE), 1,2-
dilinoleoil-sn-glicero-3-fosfocolind (DLPC), 1,2-dimirisloil-sn-glicero-fosfocolind (DMPC), 1,2 dioleoil
sn glicero 3 fosfocolind (DOPC), 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolind (DPPC), 1,2-diundecanoil-sn-
glicero-fosfocolind (DUPC), 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolind (POPC), 1,2-di-O-octadecenil-
sn-glicero-3-fosfocolind (18:0 Dieter PC), 1-oleoil-2-colesterilhemisuccinoil-sn-glicero-3-fosfocolina
(OChemsPC), 1-hexadecil-sn-glicero-3-fosfocolind (C16 Lyso PC), 1,2-dilinolenoil-sn-glicero-3-
fosfocolind, 1,2-diarachidonoil-sn-glicero-3-fosfocolind, 1,2-didocosahexaenoil-sn-glyccro-3-fosfocolina,
1,2-diphytanoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamini ME 16,0 PE), 1,2-distearoil-sn-glicero-3-
fosfoetanolamina, 1,2-dilinoleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina, 1,2-dilinolenoil-sn-glicero-3-
fosfoctanolamind, 1,2-diarachidonoil-sn-glicero-3-fosfoctanolamind, 1,2-didocosahexaenoil-sn-glicero-3-
fosfoetanolamind, 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfo-rac-(1-glicerol) sodium salt (DOPG), si sfingomielina.
Fiecare posibilitate reprezintd o variantd de realizare separatd a prezentei inventii.

In unele variante de realizare, o compozifie de nanoparticuld include DSPC. In anumite variante
de realizare, o compozitic de nanoparticuli include DOPE. In unele variante de realizare, o compozitie de
nanoparticuld include atat DSPC, cat si DOPE. Exemple de fosfolipide includ, dar nu sunt limitate la,
urmitoarele:
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In anumite variante de realizare, o fosfolipidd utild in prezenta inventie este un analog sau
variantd de DSPC. In anumite variante de realizare, o fosfolipida utila in prezenta inventie este un compus
cu Formula (I):

¥ &
R‘—N@ 0 (? O A
I3 Hn \pf Mm
R“ 3]
O
(D,

sau o sare a acestuia, in care:

fiecare R! este independent alchil optional substituit; sau optional doi R! sunt uniti impreuni cu atomii
intermediari pentru a forma carbociclil monociclic optional substituit sau heterociclil monociclic optional
substituit; sau optional trei R! sunt uniti impreuni cu atomii intermediari pentru a forma carbociclil
biciclic optional substituit sau heterociclil biciclic optional substituit;

neste1,2,3,4,5,6,7,8,9,sau 10;

meste0,1,2,3,4,5,6,7,8,9, sau 10;
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A are formula :
i‘ g AN

\’\ Lo 5&3‘{(\&

fiecare caz de L? este independent o legituri sau alchilen Ci optional substituit, in care o unitate de
metilen din alchilenul Ci. optional substituit este optional inlocuiti cu -O-. -N(RY)-, -S-, -C(O)-,
-C(ON(RY-, -NRNC(0)-, -C(0)O-, -OC(0)-,-0OC(0)0-, -OCO)NRY)-, -NRNC(0)O-, sau
NRNC(O)N(RY)-:

fiecare caz de R? este independent alchil Ci.30 optional substituit, alchenil Ci30 optional substituit, sau
alchinil Cy30 optional substituit; in care optional una sau mai multe unititi de metilen ale lui R? sunt
inlocuite independent cu carbociclilen optional substituit, heterociclilen optional substituit, arilen optional
substituit, heteroarilen optional substituit, -N(RM-, -O-, -S-, -C(0)-, -C(ON(RM-,-NRNC(O)-,
-NRYC(O)N(RY)-, -C(0)O-, -OC(0)-, -OC(0)0-, -OC(ON(RM)-,-NRNC(0)0-, -C(O)S-, -SC(0)-,
-C(=NRY)-, -C(=NRMN(RY)-, -NR¥C(=NRM)-,-NRNC(=NRM)N(RY)-, -C(S)-, -C(S)N(RM-, -NR¥C(S)-,
-NRYC(S)N(RY)-, -S(0)-,-0S(0)-, -S(0)O-, -0S(0)0O-, -05(0)2-, -S(0)0-, -0S(0),0-, -N(RMHS(0)-,
-S(O)N(RM)-, -N(RMS(O)N(RM)-, -OS(0)NRM)-, -N(RMS(0)0-, -8(0)2-, -N(R¥)S(0)2-, -S(0)2N(RY)-,
-NRMS(0):N(RM-, -OS(0)2N(RY)-, sau -N(RMS(0),0-;

fiecare caz de RN este independent hidrogen, alchil optional substituit, sau o grupare protectoare a
azotului;

Inelul B este carbociclil optional substituit, heterociclil optional substituit, aril optional substituit, sau
heteroaril optional substituit; si

p este 1 sau 2;

cu condifia ca, compusul si nu aiba formula:

0. . R?
Y
O@ \/EG i
®
WWD\E&O oA

in care in fiecare caz R? este independent alchil nesubstituit, alchenil nesubstituit, sau alchinil nesubstituit.
Modificdri ale fosfolipidelor de cap

In anumite variante de realizare, o fosfolipida utili in prezenta inventie cuprinde o fosfolipidi de
cap modificati (de exemplu, o grupare de colini modificatd). in anumite variante de realizare, o
fosfolipidd cu un cap modificat este DSPC, sau analogul acestuia, cu o amind cuaternard modificata. De
exemplu, in variante de realizare cu Formula (I), cel putin unul dintre R! nu este metil. In anumite
variante de realizare, cel putin unul dintre R! nu este hidrogen sau metil. In anumite variante de realizare,
compusul cu Formula (I) are una dintre urméitoarele formule:

\(,\I}én ° }]g 0@ W}u o2

&)
TN 1O p Oyt NS s I “wn POt
}I)u e W @
(rrN 080 N 080 A
bt “g’ L A e G R
RN P o} V

¥

sau o sare a acestuia, in care:

fiecare t este independent 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9 sau 10;
fiecare u este independent 0, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, ,sau 10; si
fiecare v este independent 1, 2, sau 3.

In anumite variante de realizare, compusul cu Formula (I) are una dintre urmatoarele formule:
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RN 0
sau o sare a acestuia.
In anumite variante de realizare, un compus cu Formula (I) este unul dintre urméitorii:
OW
Lo _oFo L §
“UN A o N % e Ny o ,JL, T T T N
L &
10 (Compus 150},
© ol
NA"'Q"F""O o
it
O
(Compus 160},
OY\/\/\/\/\/\N
N
© WA
L/N’\’D‘%"Q o
K/ o
(Compus 151},
15

(Compus 152},
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(Compus 153},

& D@ \/[O o
i
;N N"m\«f‘o‘~éf’a D)l\/\/'\/\./w\\/\f/\\

O
(Compus 164},

(Compus 155},
DY\A/\/\/\/\/\/\/
O
0@ 9
@f\f@~. e N )j\‘/\/\/’\/‘\/\/\/’\//‘\
TR o
oS

O
(Compus 166)

10 sau o sare a acestuia.
Modificdri ale miezului fosfolipidic

In anumite variante de realizare, un compus cu Formula (I) are Formula (I-a):

IR s
1.._ F
RO s
Rt 0
(I'a):
15 sau o sare a acestuia.

In anumite variante de realizare, fosfolipide utile in prezenta inventie cuprind un miez modificat
(vezi, deexemplu, FIG 47B). In anumite variante de realizare, o fosfolipidi cu un miez modificat descrisi
aici este DSPC, sau un analog al acesteia, cu o structurd de miez modificati. De exemplu, in anumite
20 variante de realizare cu Formula (I-a), gruparea A nu are urmatoarea formula:
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sau o sare a acestuia.

In anumite variante de realizare, un compus cu Formula (I) este unul dintre urmitorii:

l//\/\//\/\/\/\\/\/

15

20
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DY\/\/\/\/\/\/\\/
Oe \J:N%
SNSRI N
| i b

sau sdruri ale acestora.

In anumite variante de realizare, o fosfolipida utild in prezenta inventie cuprinde un fragment
ciclic in locul fragmentului de glicerid. In anumite variante de realizare, o fosfolipida utili in prezenta
inventie este DSPC, sau analog al acesteia, cu un fragment ciclic in locul fragmentului de glicerida. In
anumite variante de realizare, compusul cu Formula (I) are Formula (I-b):

R‘ © o
R1 0‘.(?,0 7/ R

‘H‘Fﬂ”tm
O *

{I-b),

sau o sare a acestuia.

In anumite variante de realizare,

Rt i
S QXV)/U;L%
A Sl
(I-b—l),

sau o sare a acestuia, in care:
weste 0, 1, 2, sau 3.

In anumite variante de realizare,

& =) O
2
RN ONQ,O‘M}«‘DX (R
/1‘\{‘% ﬁ ' ¢}
R e]

(lﬁh'z)a

sau o sare a acestuia.

In anumite Van'ante de realizare,

R' 5
Ri- t\w H/E 7
1 i

(1‘!)"3)‘,

sau o sare a acestuia.

In anumite Variante de realizare,

R R?
R~ NM £ ><

(I’b“’l}a

sau o sare a acestuia.

compusul cu Formula (I-b) are Formula (I-b-1):

compusul cu Formula (I-b) are Formula (I-b-2):

compusul cu Formula (I-b) are Formula (I-b-3):

compusul cu Formula (I-b) are Formula (I-b-4):

In anumite variante de realizare, compusul cu Formula (I-b) este unul dintre urméitorii:

D@ O

© A

:r‘I&/«VQ,_%,D OW
P M\W\
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sau sdruri ale acestora.
Modificdri ale cozii fosfolipidei

In anumite variante de realizare, o fosfolipida utild in prezenta inventie cuprinde o coadd
modificati. In anumite variante de realizare, o fosfolipida utili in prezenta inventie este DSPC, sau analog
al acesteia, cu o coadd modificatd. Asa cum este descris aici, 0 "coadd modificatd" poate fi o coada cu
lanturi alifatice mai scurte sau mai lungi, lanturi alifatice cu ramificare introdusd, lanturi alifatice cu
substituenti introdusi, lanfuri alifatice in care unul sau mai multi metileni sunt inlocuiti cu grupari ciclice
sau heteroatomi sau orice combinatie a acestora. De exemplu, in anumite variante de realizare, compusul
(I) are Formula (I-a), sau o sare a acestuia, in care cel putin un caz de R? este fiecare caz de R? este alchil
C1.30 optional substituit, in care una sau mai multe unititi de metilen ale lui R? sunt inlocuite independent
cu carbociclilen optional substituit, heterociclilen optional substituit, arilen optional substituit,

heteroarilen optional substituit, -N(RY)-, -O-, -S-, - C(0)-, -C(OIN(RM-,-NRNC(0)-, -NRNC(O)N(RV)-,
-C(0)0-, -0CO)-, -0C(0O)O-, -OC(C))N(RN)-,-NRNC(O)O-, -C(0)S-, -SC(0)-, -C(=NRM-,
-C(-NRMN(RM-, -NRNC(=NRM)-,-NRNC(=NRMN(RM)-, -C(S)-, -C(S)N(RM-, -NRNC(S)-,

NR¥C(S)NRYM)-, -S(0)-,-0S(0)-, -S(0)0-, -0S(0)0-, -0S(0)z-, -S(0):0-, -0S(0)0-, -NRMS(0)-,
-S(OIN(RY-. -NR¥S(OIN(RY)-, -OS(OIN(RY)-, N(RMS(0)0O-, -S(0)-, -NRMS(0)2-, -S(0RNRY-,
N(RMS(0):N(RY)-, -0S(0):N(RY)-, sau -N(R¥)S(0),0-.

In anumite variante de realizare, compusul cu Formula (I-a) are Formula (I-c):

12 -Mf/

0?\/))\1_2__(_/

(luc),
sau o sare a acestuia, in care:
fiecare x este independent un intreg cuprins intre 0-30, inclusiv; si
fiecare caz de G este selectat independent din grupul care constd din carbociclilen optional substituit,
heterociclilen optional substituit, arilen optional substituit, heteroarilen optional substituit, -N(RY)-, -O-,
-S-, -C(0)-, -C(ON(RM)-, - NR¥C(0)-, -NRYC(O)N(RY)-, -C(0)O-, -0OC(0)-, -OC(0)O-, -OC(O)N
(RM-,-NR¥C(O)O-, -C(O)S-, -SC(0)-, -C(=NRY)-, -C=NRMNRY-,  -NRVC(=NRV}-,
NRYCE=ENRMHNRY-, -C(S)-, -C(SNRM-, -NRYC(S)-, -NRNYC(SN(RM-, -S(0)-,-0S(0)-, -S(0)0-,
-0S(0)0-, -0S(0)s, -S(0)0-, -0S(0)0-, -NRMS(O)-,-S(OINRY-, -NRMHS(O)N(RN)-,
-OS(O)N(RM-, -N(RMS(0)O-, -S(0)2-, -N(RMS(0)2-, -S(0)N(RY)-, N(RMS(0)N(RY)-, -0S(0)N
(RY)-, sau -N(RV)S(0).0-. Fiecare posibilitate reprezintd un exemplu de realizare separat al prezentei
inventii.

In anumite variante de realizare, compusul cu Formula (I-¢) are Formula (I-¢c-1):

R! L2
RI-NG m?@o N
fﬂ""fn ﬁ’ﬂ Tm 2
R 0
(T-e-1),

sau o sare a acestuia, in care:
fiecare caz de v este independent 1, 2, sau 3.

In anumite variante de realizare, compusul cu Formula (I-¢) are Formula (I-¢c-2):
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2 M

P"T @ X i
i MnO“P ’GMTnL I
(T-e-2),

sau o sare a acestuia.
In anumite Vanante de realizare, compusul cu Formula (I-c) are formula care urmeazi

R )
‘i@ O %
1

e é J‘L

sau O sare a acestula
este urméitorul:

de realizare, compusul cu Formula (I-c)

In anumite variante
OY\/\A/\V/\/\/\/\

o L S A

%“’/\xa’
“

10 sau o sare a acestuia.
compusul cu Formula (I-¢) are Formula (I-¢-3)

In anumite variante de realizare,

} b)x
'"i.’ D“”J\Lz XOC,J 9

(T-c-3,

sau o sare a acestuia.
In anumite variante de realizare, compusul cu Formula (I-c) este cu urmitoarcle formule

15
g O lJ
MJ\D )N
Rl o O %
R0 OH,(
LRV N o
%
sau o sare a acestuia.
20 In anumite variante de realizare, compusul cu Formula (I-¢) este urmitorul:
O
OY\/\/\/U\OWW
O@ \lm i
e
i g TN
S0 do Ao
! O O ;

sau o sare a acestuia.
Modificdri ale linkerului de fosfocolind

25 In anumite variante de realizare, o fosfolipida utild in prezenta inventie cuprinde un fragment de
fosfocolind modificatd, in care lantul alchil care leagd amina cuaternara de gruparea fosforil nu este etilen
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(de exemplu, n nu este 2). Prin urmare, in anumite variante de realizare, o fosfolipidd utild in prezenta
inventie este un compus cu Formula (I), incare neste 1, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, sau 10. De exemplu, in anumite
variante de realizare, un compus cu Formula (I) are una dintre urmitoarele formule:
R & 2]
rRU® Q RL® 080, A
[~ g, .
R e G T e e
0 . Rg 0
5 sau o sare a acestuia.
In amumite variante de realizare, un compus cu Formula (I) estc unul dintre urmétorii:

10

15

O D

1]
mﬁfﬁvmxc}, E“Q" g D”&v%ﬂ\ﬁv/‘\vﬁvf\w/\ufﬁ\‘
. | G’as OW

(Compus 162)

20
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oo LS
:N%O%ﬁja O’JJ\,/\//\/\/V\/\/\
| 1
(Compus 156)
Oiﬁ/’”‘\fﬁv"wm\x"“vﬂwﬂ’“v’
e 2
‘;?/WO~§fO Q/U“\,/\\/\/\/\/’\/'\\/’“\/\
(&)

(Compus 163},
10 sau sdruri ale acestora.

Numeroase formuldri de LNP avéind fosfolipide altele decat DSPC au fost preparate si testate in
ceea ce priveste activitatea, asa cum a fost demonstrat in exemplele de mai jos. Exemple de fosfolipide
sunt prezentate in figuri, inclusiv fig. 75A, 75D si 75E lipsa.

e Urmatorul Tabel oferd un rezumat al fosfolipidelor si indica exemplele care includ date despre
fosfolipide.
NumeDenumlrea ................. Exemplu ..... T
icompus icomuni lipidelor
‘Acidoleic  {OL 23 MC3:0L:Chol:PEG-DMG
EComp393 gTrialchil 25 MC3:PC:Chol:PEG-DMG
Comp125D1a1ch1123 e
Comp148 ....... OL ................................... 25MC3OLCholPEGDMG
‘Comp - 149 iOL 23 {MC3:0L:Chol:PEG-DMG
‘Comp-150 iPC 23 \MC3:PC:Chol:PEG-DMG
ComplSl ........ PC23MC3PCCholPEGDMG
‘Comp -152  iPC 23 {MC3:PC:Chol:PEG-DMG

‘Comp -153 :PC 23 {MC3:PC:Chol:PEG-DMG

D e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ey
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ENume gDenumirea éExemplu de testare a :Formulare

icompus icomuni lipidelor

DOPCPC22 ....................................................... MC3PCCh01PEGDMG
Ac1dolelcFA ................................... 22 ..................................................... §MEEQEE‘QE}iE{i}‘E‘E“éﬁ'}SM&E ...................................
'DOCP PC 22 MC3:PC:Chol:PEG-DMG
DOCPePCZZ ....................................................... e
DOPEPE ................................... 22 ..................................................... §MEEQEE‘QE}iE{i}‘E‘E“éﬁ'}SM&E ...................................
'DOPG PG 22 MC3:PC:Chol:PEG-DMG

'DOPA PA 22 MC3:PC:Chol:PEG-DMG \
DOPSOl%PSZZ S
Ei")"(‘j‘iilémil% ......... PS .................................... 22 ...................................................... e
DOPS 1%  PS 22 MC3:PC:Chol:PEG-DMG

§MC3:PC:Chol:PEG-DMG
§MC3:PC:Chol:PEG-DMG

MC3:PC:Chol:PEG-DMG
: : : ‘ MC3:PC:Chol:PEG-DMG
‘Comp -162  iPC 25 {MC3:PC:Chol:PEG-DMG ‘
‘Comp-163 PC 125 MC3:PC:Chol:PEG-DMG
:Comp -157  :OL :25 MC3:0L:Chol:PEG-DMG
Comp-158 0L 25 \MC3:0L:Chol:PEG-DMG ‘
‘Comp-159 OL 25 MC3:0L:Chol:PEG-DMG
‘Comp-164 {PC 25 MC3:PC:Chol:PEG-DMG
Comp-165 PC 125 MC3:PC:Chol:PEG-DMG ‘
‘Comp-166 PC 25 MC3:PC:Chol:PEG-DMG 3
DSPC ‘PC 24 Comp18:PC:Chol:PEG-DMG ~ (50:1-
| f j :38,5:1,5)
EDPPC PC 24 Comp18:PC:Chol:PEG-DMG (50:1- |
: i :38,5:1,5)
‘DMPC ‘PC 24 Cmpd18:PC:Chol:PEG-DMG (50:1-
1:38,5:1.9)
'SMPC iPC 24 Comp18:PC:Chol:PEG-DMG  (50:1-
:38,5:1,5)
‘OMPC PC 24 Comp18:PC:Chol:PEG-DMG  (50:1- |
: : : :38,5:1,5)
ESPPC 24 Comp18:PC:Chol:PEG-DMG (50:1- :
| : = 138,5:1.9)
EOPPC 24 Comp18:PC:Chol:PEG-DMG (50:1- ‘
:30,5:1,5)
'PSPC 124 Comp18:PC:Chol:PEG-DMG  (50:1-
:38,5:1,5)
‘POPC ‘PC 24 Comp18:PC:Chol:PEG-DMG ~ (50:1-
| f j :38,5:1,5)
EPLPC PC 24 Comp18:PC:Chol:PEG-DMG (50:1- ‘
f : f 38,5:1,5)
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‘Nume {Denumirea iExemplu de testare a Formulare

Comp18:PC:Chol:PEG-DMG (50:1-

: : : 1:38,5:1,5)

MSPCPC ................................... 24 ...................................................... Comp18PCCh01PEG_DMG ............. ( 501_
:38,5:1,5)

EAcid steric OL 24

EAcid oleic OL 24 |
ACldhnOlelC ..... OL .................................. 24 ..........................................................................................
Lipide structurale

Componenta lipidicd a unei compozitii de nanoparticuld poate include una sau mai multe lipide
structurale. Incorporarea lipidelor structurale in nanoparticulele lipidice poate ajuta la atenuarca agregarii
altor lipide in particule. Lipidele structurale pot fi selectate din grupul constand din, dar nu se limiteaza la,
colesterol, fecosterol, sitosterol, ergosterol, campesterol, stigmasterol, brassicasterol, tomatidina,
tomatind, acid ursolic, alfa-tocoferol, hopanoide, fitosteroli, steroide, si amestecuri ale acestora. In unele
variante de realizare, lipida structurald este un sterol. Aga cum este definit aici, "sterolii" sunt un subgrup
de steroizi constand din alcooli steroizi. In anumite variante de realizare, lipida structurald este un steroid.
In anumite variante de realizare, lipida structurald este colesterol. In anumite variante de realizare, lipida
structurald este un analog de colesterol. In anumite variante de realizare, lipida structurald este alfa-
tocoferol. Exemple de lipidd structurale includ, dar nu sunt limitate la, urmitoarele:

Definitii chimice

Definitiile grupdrilor functionale specifice si ale termenilor chimici sunt descrise mai detaliat
mai jos. Elementele chimice sunt identificate in conformitate cu Tabelul periodic al elementelor,
versiunea CAS, Handbook of Chemistry and Physics, a-75* Editie, coperta interioard, si grupdrile
functionale specifice sunt in general definite asa cum este descris aici. In plus, principiile generale ale
chimiei organice, precum si fragmentele functionale specifice si reactivitatea, sunt descrise in Organic
Chemistry. Thomas Sorrell, University Science Books, Sausalito, 1999; Smith si March, March's
Advanced Organic Chemistry, Edifia a 5-a, John Wiley & Sons, Inc, New York, 2001; Larock,
Comprehensive Organic Transformations, VCH Publishers, Inc, New York, 1989; si Carruthers, Some
Modern Metods of Organic Synthesis, Editia a 3-a, Cambridge University Press, Cambridge, 1987.

Compusii descrisi aici pot cuprinde unul sau mai mulfi centri de asimetrie si astfel pot exista in
diferite forme stereoizomerice, de exemplu, enantiomeri si/sau diastereomeri. De exemplu, compusii
descrisi aici pot fi sub forma unui enantiomer individual, diastereomer sau izomer geometric sau pot fi
sub forma unui amestec de stereoizomeri, incluzand amestecuri racemice si amestecuri imbogitite in unul
sau mai mulfi stereoizomeri. Izomerii pot fi izolati din amestecuri prin metode cunoscute specialistilor in
domeniu, inclusiv cromatografia lichidd chirald de inaltd presiune (HPLC) si formarea si cristalizarea
unor sdruri chirale; sau izomerii preferati pot fi preparati prin sinteze asimetrice. Vezi, de exemplu,



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

MD/EP 3386484 T2 2022.11.30
116

Jacques si colab, Enantiomers, Racemates si Resolutions (Wiley Interscience, New York, 1981); Wilen si
colab, Tetrahedron 33:2725 (1977); Eliel, E.L. Stereochemistry of Carbon Compounds (McGraw-Hill,
NY, 1962); si Wilen, S.H, Tables of Resolving Agents si Optical Resolutions pag. 268 (E.L. Eliel, Ed,
Univ. of Notre Dame Press, Notre Dame, in 1972). Inventia cuprinde in plus compusi ca izomeri
individuali substantial lipsiti de alti izomeri si, alternativ, ca amestecuri de diversi izomeri.

Intr-o formula,
A
este o legdturd simpla in care stereochimia fragmentelor atasate imediat la aceasta nu este specificata,
--- este absent sau o legaturd simpld, si

=FF sau ==
este o legdturd simpla sau dubla.

Daca mu este specificat altfel, structurile descrise aici sunt, de asemenca, menite sd includa
compusi care diferd numai prin prezenta unuia sau mai multor atomi imbogatiti izotopic. De exemplu,
compusii avand structurile prezente, cu exceptia inlocuirii hidrogenului cu deuteriu sau tritiu, inlocuirea
F cu ®F, sau inlocuirea *C cu *C sau '“C fac parte din scopul dezviluirii. Astfel de compusi sunt utili,
de exemplu, ca instrumente analitice sau sonde in testele biologice.

Cand este listat un interval de valori, se intenfioneazd ca acesta sd cuprindd fiecare valoare si
sub-interval din interval. De exemplu "alchil Ci" este destinat si cuprinda alchil C,, C,, Cs, C4, Cs, Cs,
Ci, Ci.s, Cia, Ci13, Ci2, Cag, Cas, Cog, Caz, Cais, Caos, C34, Cass, Ca3, $1 Css.

Termenul "alifatic" se referd la grupdri alchil, alchenil, alchinil, si carbociclice. Asemanitor,
termenul "heteroalifatic" se referd la grupari heteroalchil, heteroalchenil, heteroalchinil, si heterociclice.

Termenul "alchil" se referd la un radical al unei grupdri de hidrocarburd saturati cu catend liniard
sau ramificatd avind de la 1 pani la 10 atomi de carbon ("alchil Ci.10"). In unele variante de realizare, o
grupare alchil are 1 1a 9 atomi de carbon ("alchil C15"). In unele variante de realizare, o grupare alchil are
1 la 8 atomi de carbon ("alchil C1."). In unele variante de realizare, o grupare alchil are 1 la 7 atomi de
carbon ("alchil C;_7"). In unele variante de realizare, o grupare alchil are 1 la 6 atomi de carbon ("alchil
C16"). In unele variante de realizare, o grupare alchil are 1 la 5 atomi de carbon ("alchil C,.5"). in unele
variante de realizare, o grupare alchil are 1 la 4 atomi de carbon ("alchil C;4"). In unele variante de
realizare, o grupare alchil are 1 la 3 atomi de carbon ("alchil C,3"). In unele variante de realizare, o
grupare alchil are 1 la 2 atomi de carbon ("alchil C1.."). In unele variante de realizare, o grupare alchil are
1 atom de carbon ("alchil C;"). In unele variante de realizare, o grupare alchil are 2 la 6 atomi de carbon
("alchil Ca6"). Exemple de grupari alchil Cis includ metil (C), etil (Cy), propil (C3) (de exemplu, n-
propil, izopropil), butil (Cy) (de exemplu, n-butil, tert-butil, sec-butil, izo-butil), pentil (Cs) (de exemplu,
n-pentil, 3-pentanil, amil, neopentil, 3-metil-2-butanil, amil terfiar), si hexil (Cs) (de exemplu, n-hexil).
Exemple suplimentare de grupdri alchil includ n-heptil (C7), n-octil (Cg), si altele asemenea. Daca nu este
specificat altfel, fiecare caz de grupare alchil este independent nesubstituitd (un "alchil nesubstituit™) sau
substituiti (un "alchil substituit") cu unul sau mai multi substituenti (de exemplu, halogen, cum ar fi F). In
anumite variante de realizare, gruparea alchil este un alchil Ci.;o nesubstituit (cum ar fi alchil Cis
nesubstituit, de exemplu, -CH; (Me), etil nesubstituit (Et), propil nesubstituit (Pr, de exemplu, n-propil
nesubstituit (n-Pr), izopropil nesubstituit (i-Pr)), butil nesubstituit (Bu, de exemplu, n-butil nesubstituit (n-
Buy), tert-butil nesubstituit (terf-Bu sau t-Bu), sec-butil nesubstituit (sec-Bu), izobutil nesubstituit (i-Bu)).
In anumite variante de realizare, gruparea alchil este un alchil Ci.io substituit (cum ar fi alchil Ci6
substituit, de exemplu, -CFz, Bn).

Termenul "haloalchil" este o grupare alchil substituitd, in care unul sau mai mulfi atomi de
hidrogen sunt inlocuiti independent cu un halogen, de exemplu, fluor, brom, clor sau iod. In uncle
variante de realizare, fragmentul de haloalchil are 1 la 8§ atomi de carbon ("haloalchil Ci.5 "). In unele
variante de realizare, fragmentul de haloalchil are 1 la 6 atomi de carbon ("haloalchil Ci.6 "). In unele
variante de realizare, fragmentul de haloalchil are 1 la 4 atomi de carbon ("haloalchil Ci.4 "). In unele
variante de realizare, fragmentul de haloalchil are 1 la 3 atomi de carbon ("haloalchil Ci.3 "). In unele
variante de realizare, fragmentul de haloalchil are 1 la 2 atomi de carbon ("haloalchil C; "). Exemple de
gI'llpflI'l haloalchil includ -CHFz, -CHzF, -CF3, -CHzCF3, -CFzCF3, -CFzCFzCF3, -CCls. -CFClz, -CF2C1, §1
altele asemenea.

Termenul "heteroalchil” se referd 1a o grupare alchil, care include in plus cel putin un heteroatom
(de exemplu, 1, 2, 3, sau 4 heteroatomi) selectati dintre oxigen, azot sau sulf in (adic3, inserafi iAntre atomi
de carbon adiacenti ai) si/sau plasati la una sau mai multe pozitii terminale ale lantului parinte. In anumite
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exemple de realizare, o grupare heteroalchil se referd la o grupare saturatd avand de la 1 la 10 atomi de
carbon si 1 sau mai multi heteroatomi in cadrul lantului parinte ("heteroalchil Ci.10"). In unele variante de
realizare, o grupare heteroalchil este o grupare saturatd avand 1 la 9 atomi de carbon si 1 sau mai mulfi
heteroatomi in lantul pirinte ("heteroalchil C1o"). In unele variante de realizare, o grupare heteroalchil
este o grupare saturatd avand 1 la 8 atomi de carbon si 1 sau mai mulfi heteroatomi in lanful parinte
("hetero alchil C,5"). In unele variante de realizare, o grupare heteroalchil este o grupare saturati avand 1
la 7 atomi de carbon si 1 sau mai multi heteroatomi in lantul pirinte ("hetero alchil C7"). In unele
variante de realizare, o grupare heteroalchil este o grupare saturati avand 1 la 6 atomi de carbon si 1 sau
mai multi heteroatomi in lantul parinte ("hetero alchil Ci6"). In unele variante de realizare, o grupare
heteroalchil este o grupare saturatd avind 1 la 5 atomi de carbon si 1 sau 2 heteroatomi in lantul parinte
("hetero alchil Cy.s"). In unele variante de realizare, o grupare heteroalchil este o grupare saturati avand 1
la 4 atomi de carbon si 1 sau 2 heteroatomi in lanful parinte ("hetero alchil Ci4"). In unele variante de
realizare, o grupare heteroalchil este o grupare saturati avand 1 la 3 atomi de carbon si 1 heteroatom in
lantul parinte ("hetero alchil C;3"). In unele variante de realizare, o grupare heteroalchil este o grupare
saturati avand 1 la 2 atomi de carbon si 1 heteroatom in lanful parinte ("hetero alchil C;.,"). in unele
variante de realizare, o grupare heteroalchil este o grupare saturatdi avand 1 atom de carbon si 1
heteroatom ("hetero alchil C; "). In unele variante de realizare, o grupare heteroalchil este o grupare
saturatd avand 2 la 6 atomi de carbon si 1 sau 2 heteroatomi in lanful périnte ("hetero alchil Cs.¢"). Daca
nu este specificat altfel, fiecare caz de grupare heteroalchil este independent nesubstituiti (un
"heteroalchil nesubstituit") sau substituitd (un "heteroalchil substituit") cu unul sau mai multi substituenti.
In anumite variante de realizare, gruparea heteroalchil este un heteroalchil Ci.io nesubstituit. In anumite
variante de realizare, gruparea heteroalchil este un heteroalchil Cy.1g substituit.

Termenul "alchenil" se referd la un radical al unei grupdri hidrocarburi cu catend liniard sau
ramificatd avand de la 2 la 10 atomi de carbon si una sau mai multe legituri duble carbon-carbon (de
exemplu, 1, 2, 3 sau 4 legituri duble). In unele variante de realizare, o grupare alchenil are 2 1a 9 atomi de
carbon ("alchenil Ca."). In unele variante de realizare, o grupare alchenil are 2 la 8 atomi de carbon
("alchenil C2."). In unele variante de realizare, o grupare alchenil are 2 la 7 atomi de carbon ("alchenil C».
7"). In unele variante de realizare, o grupare alchenil are 2 la 6 atomi de carbon ("alchenil C»,"). In unele
variante de realizare, o grupare alchenil are 2 la 5 atomi de carbon ("alchenil Ca5"). In unele variante de
realizare, o grupare alchenil are 2 la 4 atomi de carbon ("alchenil C»4"). In unele variante de realizare, o
grupare alchenil are 2 la 3 atomi de carbon ("alchenil C23"). In unele variante de realizare, o grupare
alchenil are 2 atomi de carbon ("alchenil C>"). Respectiva una sau mai multe duble legituri carbon-carbon
pot fi interne (cum ar fi in 2-butenil) sau terminale (cum ar fi in 1-butenil). Exemple de grupdri alchenil
C>.4 includ etenil (Cs), 1-propenil (Cs), 2-propenil (C3), 1-butenil (Cs), 2-butenil (Cy), butadienil (Cs), si
altele asemenea. Exemple de grupdri alchenil C,¢ includ grupdrile alchenil C;4 mentionate anterior
precum si pentenil (Cs), pentadienil (Cg), hexenil (C¢), si altele asemenea. Exemple suplimentare de
alchenil includ heptenil (C;), octenil (Csg), octatrienil (Cg), si altele asemenea. Dacd nu este specificat
altfel, fiecare caz de grupare alchenil este independent nesubstituit (un "alchenil nesubstituit”) sau
substituit (un "alchenil substituit") cu unul sau mai multi substituenti. In anumite variante de realizare,
gruparea alchenil este un alchenil Cs 1o nesubstituit. In anumite variante de realizare, gruparea alchenil
este un alchenil Ca.10 substituit. Intr-o grupare alchenil, o legitura dubli C=C pentru care stereochimia nu
este specificatd (de exemplu, -CH=CHCH3 sau
EA\""H]
poate fi o legiturd dubld (E)- sau (Z).

Termenul "heteroalchenil" se referd la o grupare alchenil, care include in plus cel putin un
heteroatom (de exemplu, 1, 2, 3, sau 4 heteroatomi) selectati dintre oxigen, azot, sau sulf in cadrul (adica,
inserati intre atomi de carbon adiacenti ai) si/sau plasati la una sau mai multe pozitii terminale ale lantului
parinte. In anumite variante de realizare, o grupare heteroalchenil se referd la o grupare avand de la 2 la
10 atomi de carbon, cel putin o legiturd dubld, si 1 sau mai mulfi heteroatomi in lantul parinte ("hetero
alchenil Ca.10 "). In uncle variante de realizare, o grupare heteroalchenil are 2 la 9 atomi de carbon cel
putin o legiturd dubli, si 1 sau mai multi heteroatomi in lantul parinte ("hetero alchenil Cao")- In unele
variante de realizare, o grupare heteroalchenil are 2 la 8 atomi de carbon, cel putin o legiturd dubld, si 1
sau mai multi heteroatomi in lantul parinte ("hetero alchenil C,.g"). In unele variante de realizare, o
grupare heteroalchenil are 2 la 7 atomi de carbon, cel putin o legiturd dubld, si 1 sau mai multi
heteroatomi in lantul pirinte ("hetero alchenil C,;"). In unele variante de realizare, o grupare
heteroalchenil are 2 la 6 atomi de carbon, cel putin o legiturd dubld, si 1 sau mai mulfi heteroatomi in
lantul parinte ("hetero alchenil C».6"). In unele variante de realizare, o grupare heteroalchenil are 2 la 5
atomi de carbon, cel putin o legiturd dubla, si 1 sau 2 heteroatomi in lantul pdrinte ("hetero alchenil
Cas"). In unele variante de realizare, o grupare heteroalchenil are 2 la 4 atomi de carbon, cel putin o
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legaturd dubla, si 1 sau 2 heteroatomi in lantul périnte ("hetero alchenil C,.4"). In unele variante de
realizare, o grupare heteroalchenil are 2 la 3 atomi de carbon, cel putin o legitura dubld, si 1 heteroatom
in lanful parinte ("hetero alchenil C,3"). In unele variante de realizare, o grupare heteroalchenil are 2 1a 6
atomi de carbon, cel putin o legiturd dubld, si 1 sau 2 heteroatomi in lantul parinte ("hetero alchenil
C26"). Daca nu este specificat altfel, fiecare caz de grupare heteroalchenil este independent nesubstituitd
(un "heteroalchenil nesubstituit”) sau substituitd (un "heteroalchenil substituit") cu unul sau mai multi
substituenti. In anumite variante de realizare, gruparea heteroalchenil este un hetero alchenil Caio
nesubstituit. In anumite variante de realizare, gruparea heteroalchenil este un hetero alchenil Caio
substituit.

Termenul "alchinil" se referd la un radical al unei grupdari de hidrocarburd cu catend liniard sau
ramificatd avind de la 2 la 10 atomi de carbon si una sau mai multe legaturi triple carbon-carbon (de
exemplu, 1, 2, 3, sau 4 legaturi triple) ("alchinil Ca.10"). In unele variante de realizare, o grupare alchinil
are 2 la 9 atomi de carbon ("alchinil C,"). In unele variante de realizare, o grupare alchinil are 2 la 8
atomi de carbon ("alchinil C»5"). In unele variante de realizare, o grupare alchinil are 2 la 7 atomi de
carbon ("alchinil Cp7"). In unele variante de realizare, o grupare alchinil are 2 la 6 atomi de carbon
("alchinil Ca."). In unele variante de realizare, o grupare alchinil are 2 la 5 atomi de carbon ("alchinil
C25"). In unele variante de realizare, o grupare alchinil are 2 la 4 atomi de carbon ("alchinil C,4"). In
unele variante de realizare, o grupare alchinil are 2 la 3 atomi de carbon ("alchinil C»3"). In unele variante
de realizare, o grupare alchinil are 2 atomi de carbon ("alchinil C,"). Respectiva una sau mai multe
legdturi triple carbon-carbon pot fi interne (cum ar fi in 2-butinil) sau terminale (cum ar fi in 1-butinil).
Exemple de grupari alchinil Cs4 includ, fard limitare, etinil (C,), 1-propinil (Cz), 2-propynil (Cs3), 1-
butinil (Cs), 2-butinil (Cy), si altele asemenea. Exemple de grupari alchenil C¢ includ grupérile alchinil
C,.+ mentionate anterior precum si pentinil (Cs), hexinil (Cs), si altele asemenea. Exemple suplimentare
de alchinil include heptinil (C7), octinil (Cs), si altele asemenea. Dacd nu este specificat altfel, fiecare caz
de grupare alchinil este independent nesubstituitd (un "alchinil nesubstituit") sau substituitd (un "alchinil
substituit") cu unul sau mai multi substituenti. In anumite variante de realizare, gruparea alchinil este un
alchinil Ca.1o nesubstituit. in anumite variante de realizare, gruparea alchinil este un alchinil Ca.
substituit.

Termenul "heteroalchinil" se referd la o grupare alchinil, care include in plus cel putin un
heteroatom (de exemplu, 1, 2, 3, sau 4 heteroatomi) selectati dintre oxigen, azot, sau sulf din (adica,
inserati intre atomi de carbon adiacenti ai) si/sau plasati la una sau mai multe pozitii terminale ale lantului
parinte. In anumite variante de realizare, o grupare heteroalchinil se referi la o grupare avand de la 2 la 10
atomi de carbon, cel putin o legiturd tripld, si 1 sau mai multi heteroatomi in lantul parinte ("hetero
alchinil Ca10"). In unele variante de realizare, o grupare heteroalchinil are 2 la 9 atomi de carbon, cel
putin o legaturd tripla, si 1 sau mai multi heteroatomi in lantul parinte ("hetero alchinil Ca "). In unele
variante de realizare, o grupare heteroalchinil are 2 la 8 atomi de carbon, cel pufin o legitura tripld, si 1
sau mai multi heteroatomi in lanful parinte ("hetero alchinil C»s "). in unele variante de realizare, o
grupare heteroalchinil are 2 la 7 atomi de carbon, cel putin o legiturd tripla, si 1 sau mai multi
heteroatomi in lantul parinte ("hetero alchinil C,; "). In unele variante de realizare, o grupare
heteroalchinil are 2 la 6 atomi de carbon, cel putin o legiturd tripld, si 1 sau mai mulfi heteroatomi in
lantul parinte ("hetero alchinil Cs6 "). In unele variante de realizare, o grupare heteroalchinil are 2 la 5
atomi de carbon, cel putin o legiturd tripld, si 1 sau 2 heteroatomi in lantul parinte ("hetero alchinil C,3
"). In uncle variante de realizare, o grupare heteroalchinil are 2 la 4 atomi de catbon, cel putin o legituri
tripla, si 1 sau 2 heteroatomi in lantul parinte ("hetero alchinil Cs.4 ). In unele variante de realizare, o
grupare heteroalchinil are 2 la 3 atomi de carbon, cel putin o legiturd tripla, si 1 heteroatom in lanful
parinte ("hetero alchinil Co.z ). In unele variante de realizare, o grupare heteroalchinil are 2 la 6 atomi de
carbon, cel putin o legatura tripld, si 1 sau 2 heteroatomi in lantul parinte ("hetero alchinil Co¢ "). Daci nu
este specificat altfel, fiecare caz de grupare heteroalchinil este independent nesubstituitd (un
"heteroalchinil nesubstituit") sau substituitd (un "heteroalchinil substituit") cu unul sau mai mulfi
substituenti. In anumite variante de realizare, gruparca heteroalchinil este un hetero alchinil Caio
nesubstituit. In anumite variante de realizare, gruparea heteroalchinil este un hetero alchinil Ci g
substituit.

Termenul "carbociclil" sau "carbociclic" se referd la un radical dintr-o grupare de hidrocarburd
ciclicd nearomaticd avind de la 3 pani la 14 atomi de carbon in ("carbociclil Cs.14") si zero heteroatomi in
sistemul de inel nearomatic. In unele variante de realizare, o grupare carbociclil are 3 la 10 atomi de
carbon in inel ("carbociclil Cs.10"). In unele variante de realizare, o grupare carbociclil are 3 la 8 atomi de
carbon in inel ("carbociclil Cs.5"). In unele variante de realizare, o grupare carbociclil are 3 la 7 atomi de
carbon in inel ("carbociclil Cs.7"). In uncle variante de realizare, o grupare carbociclil are 3 la 6 atomi de
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carbon in inel ("carbociclil Cs.¢"). In unele variante de realizare, o grupare carbociclil are 4 1a 6 atomi de
carbon in inel ("carbociclil C4.6"). In uncle variante de realizare, o grupare carbociclil are 5 la 6 atomi de
carbon in inel ("carbociclil Cs."). In unele variante de realizare, o grupare carbociclil are 5 la 10 atomi de
cartbon in inel ("carbociclil Cs.io"). Grupdri carbociclil Cis exemplificative includ, fard limitare,
ciclopropil (C3), ciclopropenil (C3), ciclobutil (Ca), ciclobutenil (Cs), ciclopentil (Cs3), ciclopentenil (Cs),
ciclohexil (Cs), ciclohexenil (Cs), ciclohexadienil (Cs), si altele asemenea. Grupdri carbociclil Csg
exemplificative includ, fard limitare, gruparile carbociclil Cs.s mentionate anterior precum si cicloheptil
(G3), cicloheptenil (C7), cicloheptadienil (Cy), cicloheptatrienil (C7), ciclooctil (Cs), ciclooctenil (Cyg),
biciclo[2,2,1]heptanil (C7), biciclo[2,2,2]octanil (Cg), si altele asemenea. Grupdri carbociclil Cs.io
exemplificative include, fara limitare, grupdrile carbociclil Cs.3 mentionate anterior precum si ciclononil
(Cy), ciclononenil (Cy), ciclodecil (Cio), ciclodecenil (Cio), octahidro-1H-indenil (Cs), decahidronaftalenil
(Ci0), spiro[4,5]decanil (Cio), si altele asemenea. Asa cum ilustreazd exemplele anterioare, in anumite
variante de realizare, gruparea carbociclil este fie monociclicd ("catbociclil monociclic") fie policiclicd
(de exemplu, care contin un sistem de inel condensat, cu punte sau spiro cum ar fi un sistem biciclic
("carbociclil biciclic") sau un sistem triciclic ("carbociclil triciclic")) si poate fi saturat sau poate confine
una sau mai multe legituri carbon-carbon duble sau triple "Carbociclil” include, de asemenea, sisteme de
inele in care inelul carbociclil, asa cum este definit mai sus, este condensat cu una sau mai multe grupari
aril sau heteroaril in care punctul de atasare este pe inelul carbociclil si, in astfel de cazuri, numarul de
atomi de carbon continui sd desemneze numirul de atomi de carbon din sistemul de inel carbociclic.
Daca nu este specificat altfel, fiecare caz de grupare carbociclil este independent nesubstituitd (un
"carbociclil nesubstituit") sau substituitd (un "carbociclil substituit") cu unul sau mai multi substituenti. In
anumite variante de realizare, gruparea carbociclil este un carbociclil Cs.14 nesubstituit. In anumite
variante de realizare, gruparea carbociclil este un carbociclil Cs.14 substituit.

In unele variante de realizare, "carbociclil" este o grupare carbociclil monociclici saturatd, avand
de la 3 la 14 atomi de carbon in inel (cicloalchil Cs.4"). In uncle variante de realizare, o grupare
cicloalchil are 3 la 10 atomi de carbon in inel ("cicloalchil Cs.10"). In unele variante de realizare, o grupare
cicloalchil are 3 la 8 atomi de carbon in inel ("cicloalchil Cs."). In unele variante de realizare, o grupare
cicloalchil are 3 la 6 atomi de carbon in inel ("cicloalchil Cs.6"). In unele variante de realizare, o grupare
cicloalchil are 4 la 6 atomi de carbon in inel ("cicloalchil Cy"). In unele variante de realizare, o grupare
cicloalchil are 5 la 6 atomi de carbon in inel ("cicloalchil Cs."). In unele variante de realizare, o grupare
cicloalchil are 5 la 10 atomi de carbon in inel ("cicloalchil Cs.10"). Exemple de grupiri cicloalchil Cs.s
includ ciclopentil (Cs) si ciclohexil (Cs), Exemple de grupari cicloalchil Cs. include grupdrile cicloalchil
Cs.¢ mentionate anterior precum si ciclopropil (Cs) si ciclobutil (C4). Exemple de grupari cicloalchil Csg
includ grupdrile cicloalchil Cs¢ mentionate anterior precum si cicloheptil (C7) si ciclooctil (Cs), Daca nu
este specificat altfel, fiecare caz de grupare cicloalchil este independent nesubstituitd (un "cicloalchil
nesubstituit") sau substituitd (un "cicloalchil substituit") cu unul sau mai multi substituenti. in anumite
variante de realizare, gruparea cicloalchil este un cicloalchil Cs 14 nesubstituit. In anumite variante de
realizare, gruparea cicloalchil este un cicloalchil Cs.14 substituit.

Termenul "heterociclil" sau "heterociclic" se referd la un radical dintr-un sistem de inel
nearomatic cu 3 pand la 14 atomi avand atomi de carbon in inel §i 1 pand la 4 heteroatomi in inel, in care
fiecare heteroatom este selectat independent dintre azot, oxigen si sulf ("heterociclil cu 3-14 membri"). In
grupdrile heterociclil care contin unul sau mai mulfi atomi de azot, punctul de atasare poate fi un atom de
catbon sau de azot, dupd cum permite valenfa. O grupare heterociclil poate fi fie monociclicd
("heterociclil monociclic"), fie policiclicd (de exemplu, un sistem inel condensat, cu punte sau spiro cum
ar fi un sistem biciclic ("heterociclil biciclic") sau un sistem triciclic ("heterociclil triciclic")) si poate fi
saturat sau poate contine una sau mai multe legituri duble sau triple carbon-carbon. Sistemele de inele
heterociclil policiclice pot include unul sau mai multi heteroatomi in unul sau ambele inele. "Heterociclil”
include, de asemenea, sisteme de inele in care inelul heterociclil, asa cum a fost definit mai sus, este
condensat cu una sau mai multe grupdri carbociclil in care punctul de atasare este fie pe inelul carbociclil,
fie pe inelul heterociclil, sau sisteme inelare in care inelul heterociclil, asa cum este definit mai sus, este
condensat cu una sau mai multe grupdri aril sau heteroaril, in care punctul de atasare este pe inelul
heterociclil, si in astfel de cazuri, numdrul de membri ai inelului continud s desemneze numdrul de
membri ai inelului din sistemul inelului heterociclil. Dacd nu este specificat altfel, fiecare exemplu de
heterociclil este independent nesubstituit (un "heterociclil nesubstituit”) sau substituit (un "heterociclil
substituit") cu unul sau mai mulfi substituenti. In anumite variante de realizare, gruparea heterociclil este
un heterociclil nesubstituit cu 3-14 membri. In anumite variante de realizare, gruparea heterociclil este un
heterociclil substituit cu 3-14 membri.

In unele variante de realizare, o grupare heterociclil este un sistem inelar nearomatic cu 5-10
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membri avind atomi de carbon in inel si 1-4 heteroatomi in inel, in care fiecare heteroatom este selectat
independent dintre azot, oxigen si sulf ("heterociclil cu 5-10 membri"). In unele variante de realizare, o
grupare heterociclil este un sistem inelar nearomatic cu 5-8 membri avand atomi de carbon in inel si 1-4
heteroatomi in inel, in care fiecare heteroatom este selectat independent dintre azot, oxigen si sulf
("heterociclil cu 5-8 membri"). in unele variante de realizare, o grupare heterociclil este un sistem inelar
nearomatic cu 5-6 membri avand atomi de carbon in inel si 1-4 heteroatomi in inel, in care fiecare
heteroatom este selectat independent dintre azot, oxigen si sulf ("heterociclil cu 5-6 membri"). In unele
variante de realizare, heterociclilul cu 5-6 membri are 1-3 heteroatomi in inel selectati dintre azot, oxigen,
si sulf. In unele variante de realizare, heterociclilul cu 5-6 membri are 1-2 heteroatomi in inel selectati
dintre azot, oxigen, si sulf. In unele variante de realizare, heterociclilul cu 5-6 membri are 1 heteroatom in
inel selectat dintre azot, oxigen, si sulf. Fiecare posibilitate reprezinti o variantd de realizare separatd a
prezentei inventii.

Grupdri heterociclil cu 3 membri exemplificative care contin 1 heteroatom includ, fard limitare,
azirdinil, oxiranil, si tiiranil. Grupdri heterociclil cu 4 membri exemplificative care contin 1 heteroatom
includ, fara limitare, azetidinil, oxetanil, si tietanil. Grupari heterociclil cu 5 membri exemplificative care
confin 1 heteroatom includ, fard limitare, tetrahidrofuranil, dihidrofuranil, tetrahidrotiofenil,
dihidrotiofenil, pirolidinil, dihidropirolil, si pirolil-2,5-diond. Grupari heterociclii cu 5 membri
exemplificative care contin 2 heteroatomi include, fard limitare, dioxolanil, oxatiolanil si ditiolanil.
Grupdri heterociclil cu 5 membri exemplificative care contin 3 heteroatomi include, fard limitare,
triazolinil, oxadiazolinil, si tiadiazolinil. Grupdri heterociclil cu 6 membri exemplificative care contin 1
heteroatom include, fard limitare, piperidinil, tetrahidropiranil, dihidropiridinil, si tianil. Grupari
heterociclil cu 6 membri exemplificative care contin 2 heteroatomi include, fard limitare, piperazinil,
morfolinil, ditianil, si dioxanil. Grupari heterociclil exemplificative cu 6 membri care contin 2
heteroatomi includ, fard limitare, triazinanil. Grupdri heterociclil cu 7 membri exemplificative care contin
1 heteroatom include, fard limitare, azepanil, oxepanil si tiepanil. Grupari heterociclil exemplificative cu
8 membri care contin 1 heteroatom include, fard limitare, azocanil, oxecanil si tiocanil. Grupari
heterociclil biciclice exemplificative include, fard limitare, indolinil, izoindolinil, dihidrobenzofuranil,
dihidrobenzotienil, tetrahidrobenzotienil, tetrahidrobenzofuranil, tetrahidroindolil, tetrahidrochinolinil,
tetrahidroizochinolinil, decahidrochinolinil, decahidroizochinolinil. octahidrocromenil,
octahidroizocromenil, decahidronaftiridinil, decahidro-1,8-naftiridinil, octahidropirolo[3,2-b]pirol,
indolinil, ftalimidil, naftalimidil, cromanil, cromenil, 1H-benzo[e][l,4]diazepinil, 1,4,5,7-
tetrahidropirano[3,4-b]pirolil, 5,6-dihidro-4H-furo[3,2-b]pirolil, 6,7-dihidro-SH-furo[3,2-b]piranil, 5,7-
dihidro-4H-tieno[2,3-c]piranil,  2,3-dihidro-1H-pirolo[2,3-b]piridinil, = 2,3-dihidrofuro[2,3-b]piridinil,
4.5,6,7-tetrahidro-1H-pirolo[2,3-b]piridinil, 4.5,6,7-tetrahidrofuro[3,2-c]piridinil, 4,5,6,7-
tetrahidrotieno[3,2-b]piridinil, 1,2,3,4-tetrahidro-1,6-naftiridinil, si altele asemenea.

Termenul "aril" se referd la un radical al unui sistem inelar aromatic 4n+2 monociclic sau
policiclic (de exemplu, biciclic sau triciclic) (de exemplu, avand 6, 10 sau 14 electroni & pusi in comun
intr-o matrice ciclicd) avind 6-14 inele atomi de carbon si zero heteroatomi furnizati in sistemul inelar
aromatic ("aril Ce.14"). In unele variante de realizare, o grupare aril are 6 atomi de carbon in inel ("aril
Cs"; de exemplu, fenil). In unele variante de realizare, o grupare aril are 10 atomi de carbon in inel ("aril
Cio de exemplu, naftil cum ar fi 1-naftil si 2-naftil). In unele variante de realizare, o grupare aril are 14
atomi de carbon in inel ("aril C14 "; de exemplu, antracil). "Aril" include, de asemenea, sisteme inelare in
care inelul aril, asa cum este definit mai sus, este condensat cu una sau mai multe grupdri carbociclil sau
heterociclil in care radicalul sau punctul de atasare este pe inelul aril si, in astfel de cazuri, numarul de
atomi de carbon continud si indice numarul de atomi de carbon din sistemul de inel aril. Dacd nu este
specificat altfel, fiecare caz de grupare aril este independent nesubstituitd (un "aril nesubstituit") sau
substituitd (un "aril substituit") cu unul sau mai multi substituenti. in anumite variante de realizare,
gruparea aril este un aril Ce.14 nesubstituit. in anumite variante de realizare, gruparea aril este un aril Ce.14
substituit.

Termenul "heteroaril" se referd la un radical monociclic sau policiclic cu 5-14 membri (de
exemplu, sistem inelar aromatic 4n+2 biciclic, triciclic) (de exemplu, avand 6, 10, sau 14 z electroni pusi
in comun intr-o matrice ciclicd) avand atomi de carbon in ciclu si 1-4 heteroatomi in inel furnizati in
sistemul inelar aromatic, in care fiecare heteroatom este selectat independent dintre azot, oxigen si sulf
("heteroaril cu 5-14 membri"). In gruparile heteroaril care contin unul sau mai multi atomi de azot,
punctul de atasare poate fi un atom de carbon sau de azot, dupd cum permite valenta. Sistemele inelare
heteroaril policiclice pot include unul sau mai multi heteroatomi in unul sau ambele inele. "Heteroaril"
include sisteme inelare in care inelul heteroaril, asa cum este definit mai sus, este condensat cu una sau
mai multe grupdri carbociclil sau heterociclil in care punctul de atasare este pe inelul heteroaril si, in
astfel de cazuri, numirul de membri ai inelului continui si indice numirul de membri ai inelului din
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sistemul inelar heteroaril. "Heteroaril" include, de asemenea, sisteme inelare in care inelul heteroaril, asa
cum este definit mai sus, este condensat cu una sau mai multe grupari aril in care punctul de atasare este
fie pe inelul aril, fie pe inelul heteroaril si, in astfel de cazuri, numirul de membri ai inelului indica
numarul de membri ai inelului din sistemul inelar condensat (aril/heteroaril). Grupéri heteroaril policiclice
in care un inel nu confine niciun heteroatom (de exemplu, indolil, chinolinil, carbazolil, si altele
asemenea) punctul de atasare poate fi pe oricare inel, adicd fie pe inelul care poartd un heteroatom (de
exemplu, 2-indolil) sau pe inelul care nu contine un heteroatom (de exemplu, 5-indolil).

In unele variante de realizare, o grupare heteroaril este un sistem inelar aromatic cu 5-10 membri
avand atomi de carbon in inel si 1-4 heteroatomi in inel furnizati in sistemul inelar aromatic, in care
fiecare heteroatom este selectat independent dintre azot, oxigen si sulf ("heteroaril cu 5- 0 membri"). In
unele variante de realizare, o grupare heteroaril este un sistem inelar aromatic cu 5-8 membri avand atomi
de carbon in inel si 1-4 heteroatomi in inel furnizati in sistemul inelar aromatic, in care fiecare heteroatom
este selectat independent dintre azot, oxigen si sulf ("heteroaril cu 5-8 membri"). In unele variante de
realizare, o grupare heteroaril este un sistem inelar aromatic cu 5-6 membri avand atomi de carbon in inel
si 1-4 heteroatomi in inel furnizati in sistemul inelar aromatic, in care fiecare heteroatom este selectat
independent dintre azot, oxigen si sulf ("heteroaril cu 5-6 membri"). In unele variante de realizare,
heteroarilul cu 5-6 membri are 1-3 heteroatomi in ciclu selectati dintre azot, oxigen si sulf. In unele
variante de realizare, heteroarilul cu 5-6 membri are 1-2 heteroatomi in inel selectati dintre azot, oxigen,
si sulf. In unele variante de realizare, heteroarilul cu 5-6 membri are 1 heteroatom in inel selectat dintre
azot, oxigen si sulf. Dacd nu este specificat altfel, fiecare caz de grupare heteroaril este independent
nesubstituitd (un "heteroaril nesubstituit") sau substituitd (un "heteroaril substituit") cu unul sau mai multi
substituenti. In anumite variante de realizare, gruparea heteroaril este un heteroaril nesubstituit cu 5-14
membri. In anumite variante de realizare, gruparea heteroaril este un heteroaril substituit cu 5-14 membri.

Grupdri heteroaril cu 5 membri exemplificative care contin 1 heteroatom includ, fara limitare,
pirolil, furanil, si tiofenil. Grupdri heteroaril cu 5 membri exemplificative care contin 2 heteroatomi
includ, fara limitare, imidazolil, pirazolil, oxazolil, izoxazolil, tiazolil, si izotiazolil. Grupari heteroaril cu
5 membri exemplificative care confin 3 heteroatomi includ, fard limitare, triazolil, oxadiazolil, si
tiadiazolil. Grupari heteroaril cu 5 membri exemplificative care contin 4 heteroatomi includ, fara limitare,
tetrazolil. Grupari heteroaril cu 6 membri exemplificative care confin 1 heteroatom includ, fard limitare,
piridinil. Grupdri heteroaril cu 6 membri exemplificative care contin 2 heteroatomi includ, fard limitare,
piridazinil, pirimidinil, si pirazinil. Grupdri heteroaril cu 6 membri exemplificative care confin 3 sau 4
heteroatomi includ, fird limitare, triazinil si respectiv tetrazinil. Grupdri heteroaril cu 7 membri
exemplificative care contin 1 heteroatom includ, fard limitare, azepinil, oxepinil, si tiepinil. Grupari
heteroaril 5,6-biciclic exemplificative includ, fard limitare, indolil, izoindolil, indazolil, benzotriazolil,
benzotiofenil, izobenzotiofenil, benzofuranil, benzoizofuranil, benzimidazolil, benzoxazolil,
benzizoxazolil, benzoxadiazolil, benztiazolil, benzizotiazolil, benztiadiazolil, indolizinil, si purinil.
Grupdri heteroaril 6,6-biciclice exemplificative includ, fird limitare, naftiridinil, pteridinil, chinolinil,
izochinolinil, cinnolinil, chinoxalinil, ftalazinil, si chinazolinil. Grupdri heteroaril triciclice
exemplificative includ, fard limitare, fenantridinil, dibenzofuranil, carbazolil, acridinil, fenotiazinil,
fenoxazinil si fenazinil.

Termenul "legaturd nesaturatd" se referd la o legiturad dubli sau tripld. Termenul "nesaturat" sau
"partial nesaturat" se referd la un fragment care include cel putin o legaturd dubla sau tripla. Termenul
"saturat" se referd la un fragment care nu contine o legiturd dubld sau tripld, adicd, fragmentul contine
doar legaturi simple.

Atasarea sufixului "-en" la o grupare indica faptul ca gruparea este un fragment divalent, de
exemplu, alchilen este fragmentul divalent de alchil, alchenilen este fragmentul divalent de alchenil,
alchinilen este fragmentul divalent de alchinil, heteroalchilen este fragmentul divalent de heteroalchil,
heteroalchenilen este fragmentul divalent de heteroalchenil, heteroalchinilen este fragmentul divalent de
heteroalchinil, carbociclilen este fragmentul divalent de carbociclil. heterociclilen este fragmentul
divalent de heterociclil, arilen este fragmentul divalent de aril, §i heteroarilen este fragmentul divalent de
heteroaril.

O grupare este optional substituitd, dacd nu este specificat altfel. Termenul "optional substituit"
se referd la a fi substituit sau nesubstituit. In anumite variante de realizare, grupdrile alchil, alchenil,
alchinil, heteroalchil, heteroalchenil, heteroalchinil, carbociclil, heterociclil, aril, si heteroaril sunt
optional substituite. "Optional substituit" se referd la o grupare care poate fi substituitd sau nesubstituitd

(de exemplu, grupare alchil "substituitd" sau "nesubstituitd", alchenil "substituitd" sau "nesubstituitd",
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alchinil "substituitd" sau "nesubstituitd", heteroalchil "substituitd" sau "nesubstituitd", heteroalchenil
"substituitd" sau "nesubstituitd", heteroalchinil "substituitd" sau "nesubstituitd", carbociclil "substituiti"

sau "nesubstituitd", heterociclil "substituitd" sau "nesubstituitd", aril "substituitd" sau "nesubstituitd" sau
heteroaril "substituitd" sau "nesubstituitd"). In general, termenul "substituit" inseamnd ci, cel putin un
hidrogen prezent pe o grupare este inlocuit cu un substituent permisibil, de exemplu, un substituent a cirui
substitutie are ca rezultat un compus stabil, de exemplu, un compus care nu suferd in mod spontan
transformare, cum ar fi prin rearanjare, ciclizare, eliminare sau alti reactie. Dacd nu se indica altfel, o
grupare "substituitd" are un substituent la una sau mai multe pozitii substituibile ale grupdrii, iar cAnd este
substituitd mai mult de o pozitie in orice structurd datd, substituentul este fie acelasi, fie diferit la fiecare
pozitie. Termenul "substituit" este considerat a include substituirea cu tofi substituentii permisibili ai
compusilor organici si include oricare dintre substituentii descrisi aici care are ca rezultat formarea unui
compus stabil. Prezenta inventie are in vedere oricare si toate astfel de combinatii pentru a ajunge la un
compus stabil. Pentru scopurile acestei inventii, heteroatomi cum ar fi azotul pot avea substituenti
hidrogen si/sau orice substituent adecvat asa cum este descris aici, care satisface valentele heteroatomilor
si are ca rezultat formarea unui fragment stabil. Inventia nu se intentioneaza a fi limitatd in nici un fel de

substituentii exemplificativi descrisi aici.

Exemple de substituenti de atomi de carbon includ, dar nu sunt limitafi la, -CN, -NO,, -N3,
-SO;H, -SO;H, -OH, -OR*, -ON(R"™),, -N(R™),;, -N(R"™);"X:, -N(OR®)R"" -SH, -SR* -SSR%,
-C(=0)R*, -COzH, -CHO, -C(OR%®),, -CO:R*, -OC(=0)R*, -OCO:R*, -C(=0)N(RP),, -OC(=0)N(R"),,
-NRY"C(=0)R#, -NRPPCO,R*, -NR'"*C(=Q)N(R""),, -C(=NR""R* -C(=NR'")OR* -OC(=NR")R*,
-OC(=NR"")OR™, -C(=NRP)N(RP"),, -OC(=NR"*)N(R),, -NRPC(=NR"")N(R"),, -C(=Q)NR"SO,R*,
-NR"*SO:R, -SO,N(R),, -SO2R#, -SO,0R*, -OSO:R*, -S(=0)R*, -OS(=0)R®, -Si(R*);, -OSi(R*)3
-C(=S)N(R"®),, -C(=0)SR#, -C(=S)SR®, -SC(=S)SR*, -SC(=0)SR™. -OC(=0)SR*, -SC(=0)OR*,
SSC(=0)R®,  -P(=0)(R™),.  -P(=0)(OR*),, -OP(=0)(R¥);, -OP(=0)(OR®),. -P(=0)(N(R""),),,
-OP(=0)(N(R),),, -NRY"P(=0)(R™),, -NRPP(=Q)(OR),;, -NR"®P(=0)(N(R),);, -P(R*),, -P(OR®),,
PR*;*X, -P(OR*);*X, -P(R®)s, -P(OR*)4, -OP(R®),, -OP(V):*X, -OP(OR*),;, -OP(OR*):"X,
-OP(RCC)4, -OP(ORCC)4, -B(Raa)z, -B(ORCC)z, -BRaa(ORCC), alchil C1_10, perhaloalchil C1_10, alchenil C2_10,
alchinil Cs.1p, hetero alchil Ci.19, hetero alchenil C,.j0, hetero alchinil C,.10, carbociclil Cs.jo, heterociclil
cu 3-14 membri, aril Ces14, si heteroaril cu 5-14 membri, in care fiecare alchil, alchenil, alchinil,
heteroalchil, heteroalchenil, heteroalchinil, carbociclil, heterociclil, aril, si heteroaril este independent
substituit cu 0, 1, 2, 3, 4, sau 5 grupari R; in care X este un contraion;
sau doi hidrogeni geminali de pe un atom de carbon sunt inlocuiti cu gruparea =0, =S, =NN(R®Y),,
=NNRPC(=0)R*, =NNRP’C(=0Q)OR*, =NNR"S§(=0),R*, =NR"®, sau =NOR*¢;
fiecare caz de R* este, independent, selectat dintre alchil C;.i, perhaloalchil Ci.1o, alchenil Ca.1o, alchinil
Cz.10, hetero alchil Ci_i0, hetero alchenil Cs.1o, hetero alchinil C,.19, carbociclil Cz.1¢, heterociclil cu 3-14
membri aril, Ce.14, $i heteroaril cu 5-14 membri, sau doud grupari R* sunt unite pentru a forma un inel
heterociclil cu 3-14 membri sau heteroaril cu 5-14 membri, in care fiecare alchil, alchenil, alchinil,
heteroalchil, heteroalchenil, heteroalchinil, carbociclil, heterociclil, aril, si heteroaril este independent
substituit cu 0, 1, 2, 3, 4, sau 5 grupari RY;
fiecare caz de R®® este, independent, selectat dintre hidrogen, -OH, -OR*, -N(R*),, -CN, -C(=O)R*,
-C(=0)N(R®*®),, -CO:R*, -SO2R*, -C(=NR*)OR*, -C(=NR*)N(R*®),, -SO2N(R*®),, -SO2R*, -SO,0R*,
-SOR™, -C(=S)N(R),, -C(=0)SR®, -C(=S)SR*, -P(=0)(R*),, -P(=0)(OR*),, -P(=0)(N(R*)2),, alchil
Ci-10, perhaloalchil Ci.ig, alchenil Cs.ig, alchinil Ca.1o, hetero alchil Ci.io, hetero alchenil Cs.1o, hetero
alchinil Cs.10, carbociclil Cs.i0, heterociclil cu 3-14 membri, aril Ce.14, si heteroaril cu 5-14 membri, sau
doudi grupdri R® sunt unite pentru a forma un heterociclil cu 3-14 membri sau inel heteroaril cu 5-14
membri, in care fiecare alchil, alchenil, alchinil, heteroalchil, heteroalchenil, heteroalchinil, carbociclil,
heterociclil, aril, si heteroaril este independent substituit cu 0, 1, 2, 3, 4, sau 5 grupiri R%; in care X" este
un contraion;
fiecare caz de R* este, independent, selectat dintre hidrogen, alchil Ci.jo, perhaloalchil Ci.i0, alchenil
Cz.10, alchinil Cj.19, hetero alchil Ci.j0, hetero alchenil Cs.jp, hetero alchinil Cj.19, carbociclil Cz.qo,
heterociclil cu 3-14 membri, aril Ce14, i heteroaril cu 5-14 membri, sau doud R* grupdri sunt unite
pentru a forma un heterociclil cu 3-14 membri sau un inel heteroaril cu 5-14 membri, in care fiecare
alchil, alchenil, alchinil, heteroalchil, heteroalchenil, heteroalchinil, carbociclil, heterociclil, aril, si
heteroaril este independent substituit cu 0, 1, 2, 3, 4, sau 5 grupiri R%4;
fiecare caz de R este, independent, selectat dintre halogen, -CN, -NOy, -N3, -SO,H, -SOzH, -OH, -OR®,
-ON(RM),, -N(RT),, -NRT:"*X, -N(OR®)RT, -SH, -SR*, -SSR*, -C(=0)R*, -COH, -COR*,
-OC(=0O)R*®e, -OCOsR®, -C(=0)N(R™),, -OC(=0)N(R™),, -NRIC(=0)R®®, -NR!'CO,R®*,
-NRIC(=0)N(R),, -C(=NRMOR®, -OC(=NRMR®e, -OC(=NRMHOR®, -C(=NRTN(RT),,
-OC(=NRMHN(RM),, -NRIC(-NRTN(RT),, -NRFSO,R®*, -SO,N(RT),, -SO:R**, -SO,OR??, -OSO.R*.
-S(=0)R*, -Si(R®);, -OSi(R%)3, -C(=S)N(R™),, -C(-0)SR¢®, -C(=S)SR*, -SC(=S)SR**, -P(=0)(OR**),,
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-P(=0)(R®),, -OP(=0)(R®%),, -OP(=0)(OR®®),, alchil Ci.¢, perhaloalchil Ci.s, alchenil Cs.6, alchinil Casg,
hetero alchil Ci., hetero alchenil C,, hetero alchinil Ca, carbociclil Cz.19, heterociclil cu 3-10 membri,
aril Ce.10, heteroaril cu 5-10 membri, in care fiecare alchil, alchenil, alchinil, heteroalchil, heteroalchenil,
heteroalchinil, carbociclil, heterociclil, aril, si heteroaril este independent substituit cu 0, 1, 2, 3, 4, sau 5
grupdri R#2, sau doi substituenti R geminali pot fi uniti pentru a forma =0 sau =S; in care X" este un
contraion;

fiecare caz de R®® este, independent, sclectatd dintre Ci alchil, Ci¢ perhaloalchil, Cs.6 alchenil, Cs.6
alchinil, hetero alchil C;, hetero alchenil Cs, hetero alchinil Cy, Cs.10 carbociclil, Ce 10 aril, heterociclil
cu 3-10 membri, si heteroaril cu 3-10 membri, in care fiecare alchil, alchenil, alchinil, heteroalchil,
heteroalchenil, heteroalchinil, carbociclil, heterociclil, aril, si heteroaril este independent substituit cu 0, 1,
2,3, 4, sau 5 grupari R#2;

fiecare caz de R este, independent, selectat dintre hidrogen, C.¢ alchil, C;.s perhaloalchil, C,. alchenil,
alchinil Cs., hetero alchil Ci., hetero alchenil C,, hetero alchinil C,., carbociclil Cs.jo, heterociclil cu 3-
10 membri, aril Ce.19 si heteroaril cu 5-10 membri, sau doudi grupari R sunt unite pentru a forma un inel
heterociclil cu 3-10 membri sau heteroaril cu 5-10 membri, in care fiecare alchil, alchenil, alchinil,
heteroalchil, heteroalchenil, heteroalchinil, carbociclil, heterociclil, aril, si heteroaril este independent
substituit cu 0, 1, 2, 3, 4, sau 5 grupdri R#; si

fiecare caz de R®® este, independent, halogen, -CN, -NO,, -N3, -SO,H, -SOz:H, -OH, -O alchil Ci,
-ON(alchil C1_6)2, -N(alchil C1_6)2, -N(alchil C1_6)3+X', -NH(alchil C1_6)2+X', -NHz( alchil C1_6) +X',
-NH;"X", -N(O alchil C;6)( alchil Ci), -N(OH)( alchil Cy), -NH(OH), -SH, -S alchil C;.¢, -SS(alchil
Ci6), -C(=0)( alchil Ci), -CO:H, -COy( alchil Cis), -OC(=0)( alchil Ci), -OCOx(alchil Ci.),
-C(=0)NH,, -C(=0)N(alchil Cig), -OC(=O)NH(alchil Ci¢), -NHC(=O)(alchil Cig), -N(alchil
C16)C(=0)(alchil Cig), -NHCOy( alchil Cie), -NHC(=0O)N(alchil Cis)2, -NHC(=0O)NH(alchil Ci.),
-NHC(=0O)NH;, -C(=NH)O(alchil C;5), -OC(=NH)( alchil C;¢), -OC(-NH)O alchil Cis,
-C(=NH)N(alchil Cis)2, -C(=NH)NH(alchil Cis), -C(=NH)NH,, -OC(=NH)N(alchil Ci.),
-OC(NH)NH(alchil Cis), -OC(NH)NH,, -NHC(NH)N(alchil Ci¢):, -NHC(=NH)NH;, -NHSO( alchil
C1_6), -SOzN(alchﬂ C1_6)2, -SOzNH(alchﬂ C1_6), -SOzNHz, -SO3 alchil C1_6, -SOzO alchil C1_6, -OSOz alchil
Ci, -SO alchil Cy, -Si(alchil Ci6)3, -OSi(alchil Ci6)s -C(=S)N(alchil Cig), C(=S)NH(alchil Ci.),
C(=S)NH,, -C(=0)S(alchil C;¢), -C(=S)S alchil Cis, -SC(=S)S alchil Ci6, -P(=0)(O alchil Ciy)s,
-P(=0)( alchil Cig), -OP(=0)( alchil Cig)2, -OP(=0)(O alchil Cis),, alchil Cig, perhaloalchil Ci,
alchenil Cs., alchinil Cy, hetero alchil Ci, hetero alchenil Cs6, hetero alchinil Cs.¢, carbociclil Cs.1g, aril
Cé.10, heterociclil cu 3-10 membri, heteroaril cu 5-10 membri; sau doi substituenti R## geminal pot fi uniti
pentru a forma =0 sau =S; in care X" este un contraion.

Termenul "halo" sau "halogen" se referd la fluor (fluoro, -F), clor (cloro. -Cl). brom (bromo,
-Br), sau iod (iodo, -I).

Termenul "hidroxil" sau "hidroxi" se referd la gruparea -OH. Termenul " hidroxi substituit " sau
" hidroxil substituit," prin extensie, se referd la o grupare hidroxil in care atomul de oxigen atasat direct la
molecula périnte este substituit cu o altd grupare decat hidrogen si include grupari selectate dintre -OR™,
-ON(R®),, -OC(=0)SR*, -OC(=0)R#™, -OCO,R®, -OC(=0)N(R?),, -OC(=NR")R* -OC(=NR°*)OR%,
-OC(=NR"™)N(R™),;, -OS(=0)R*™, -OSO;R™, -OSi(R™)3, -OP(R®);, -OP(R*):*X., -OP(OR®),
-OP(OR*);"X", -OP(=0)(R™),, -OP(=0)(OR),, si -OP(=0)(N(R")),, in care X-, R#, Rb", si R sunt asa
cum sunt definite aici.

Termenul "amino" se referd la gruparea -NH,. Termenul " amino substituit,” prin extensie, se
referd 1a un amino monosubstituit, un amino disubstituit sau un amino trisubstituit. In anumite variante de
realizare, "amino substituit" este o grupare amino monosubstituitd sau amino disubstituita.

Termenul "amino monosubstituit" se referd la o grupare amino in care atomul de azot atasat
direct la molecula parinte este substituit cu un hidrogen si o grupare, alta decat hidrogen, si include
grupdri selectate dintre -NH(R®®), -NHC(=O)R*, -NHCO:R*, -NHC(O)N(R®®),, -NHC(=NR**)N(R"®),,
-NHSO:R™, -NHP(=0)(OR*)2, 5i -NHP(=0)(N(R™),)2, in care R*, R* si R* sunt asa cum au fost definiti
aici, si in care R® din gruparea -NH(R") nu este hidrogen.

Termenul "amino disubstituit" se referd la o grupare amino in care atomul de azot atasat direct la
molecula périnte este substituit cu doud grupdri, altele decat hidrogen, si include grupari selectate dintre
N(R®),, -NR® C(=0)R®*, -NR®CO,R*, -NR®C(=0)N(R"),, -NR®C(=NR**)N(R"),, -NR®*SO,R*,
-NRPP(=0)(OR),, si -NRP*P(=0)(N(R"®),),, in care R*, R®, gi R* sunt asa cum sunt definite aici, cu
conditia ca atomul de azot atasat direct la molecula pdrinte sd nu fie substituit cu hidrogen.
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Termenul "amino trisubstituit" se referd la o grupare amino in care atomul de azot atasat direct la
molecula périnte este substituit cu trei grupari si include grupiri selectate dintre -N(R); si -N(R"®):7X,
in care R gi X" sunt asa cum sunt definite aici.

Termenul "sulfonil” se referd la o grupare selectati dintre -SO2N(R),, -SO.R™, si - SO,OR™, in
care R™ si R*® sunt asa cum sunt definite aici.

Termenul "sulfinil" se refera la gruparea -S(=0)R™, in care R* este asa cum a fost definit aici.

Termenul "acil" se referd la o grupare avind formula generalid -C(=0)RX!, -C(=0)ORX!, -C(=0)-
O-C(=O)RXL, -C(=0)SRX, -C(=0)N(RXY),, -C(=S)RX, -C(=SIN(R*),, si -C(=S)S(RXY, -C(=NRXHRXL
-C(=NRXHORXL, -C(=NRXHSRXL si -C(=NRXHN(RXY),, in care RX! este hidrogen; halogen; hidroxil
substituit sau nesubstituit; tiol substituit sau nesubstituit; amino substituit sau nesubstituit; acil substituit
sau nesubstituit, alifatic ciclic sau aciclic, substituit sau nesubstituit, ramificat sau neramificat;
heteroalifatic ciclic sau aciclic, substituit sau nesubstituit, ramificat sau neramificat; alchil ciclic sau
aciclic, substituit sau nesubstituit, ramificat sau neramificat; alchenil ciclic sau aciclic, substituit sau
nesubstituit, ramificat sau neramificat; alchinil substituit sau nesubstituit; aril substituit sau nesubstituit,
heteroaril, alifaticoxi, heteroalifaticoxi, alchiloxi, heteroalchiloxi, ariloxi, heteroariloxi, alifatictioxi,
heteroalifatictioxi, alchiltioxi, heteroalchiltioxi, ariltioxi, heteroariltioxi, mono- sau di- alifaticamino,
mono- sau di- heteroalifaticamino, mono- sau di- alchilamino, mono- sau di- heteroalchilamino, mono-
sau di-arilamino, sau mono- sau di-heteroarilamino substituit sau nesubstituit; sau doud grupiri RX! luate
impreund formeaza un inel heterociclic cu 5- la 6-membri. Grupdri acil exemplificative includ aldehide
(-CHO), acizi carboxilici (-CO,H), cetone, halogenuri de acil, esteri, amida, imine, carbonati, carbamati,
si uree. Substituentii acil includ, dar nu se limiteaza la, oricare dintre substituentii descrisi aici, care au ca
rezultat formarea unui fragment stabil (de exemplu, alifatic, alchil, alchenil, alchinil, heteroalifatic,
heterociclic, aril, heteroaril, acil, oxo, imino, tiooxo, ciano, izociano, amino, azido, nitro, hidroxil, tiol,
halo, alifaticamino, heteroalifaticamino, alchilamino, heteroalchilamino, arilamino, heteroarilamino,
alchilaril, arilalchil, alifaticoxi, heteroalifaticoxi, alchiloxi. heteroalchiloxi, ariloxi, heteroariloxi,
alifatictioxi, heteroalifatictioxi, alchiltioxi, heteroalchiltioxi, ariltioxi, heteroariltioxi, aciloxi, si altele
asemenea, fiecare dintre acestea putand fi sau nu substituit suplimentar).

Termenul "carbonil" se referd la o grupare in care carbonul atasat direct 1a molecula parinte este
hibridizat sp?, si este substituit cu un atom de oxigen, azot sau sulf, de exemplu, o grupare selectati dintre
cetone (-C(=0)R*), acizi carboxilici (-CO;H), aldehide (-CHO), esteri (-CO:R*, -C(=0)SR*,
-C(=S)SR®), amide (-C(=O)N(R*®),, -C(=0)NR®SO,R*, -C(=S)N(R®)), si imine (-C(=NRP®)R%,
-C(=NR"®)OR™), -C(=NR"®)N(R"),), in care R* gi R® sunt asa cum sunt definite aici.

Atomii de azot pot fi substituiti sau nesubstituiti dupd cum permite valenta si includ atomi de
azot primari, secundari, tertiari si cuaternari. Substituenti exemplificativi ai atomilor de azot includ, dar
nu se limiteaza la, hidrogen, -OH, -OR*, -N(R*),. -CN, -C(=0O)R*, -C(=0)N(R*),, -COR*, -SO,R™,
-C(=NR"»R*, -C(=NR®)OR*, -C(=NR*)N(R®);, -SO:N(R*®),;, -SO;R*, -SOOR®, -SOR®,
-C(-S)N(R®),, -C(=0)SR*, -C(=S)SR*, -P(=0)(OR*),, -P(=0)(R*™),, -P(=0)(N(R*),),, alchil Ci.ig,
perhaloalchil Ci.1p, alchenil Cs.i0, alchinil Cs.10, hetero alchil Ci.10, hetero alchenil Cs.ig, hetero alchinil
Cs.10, carbociclil Ca.ig, heterociclil cu 3-14 membri, Ce.14 aril, si heteroaril cu 5-14 membri, sau doud
grupdri R atasate la un atom de N sunt unite pentru a forma un inel heterociclil cu 3-14 membri sau
heteroaril cu 5-14 membri, in care fiecare alchil, alchenil, alchinil, heteroalchil, heteroalchenil,
heteroalchinil, carbociclil, heterociclil, aril, si heteroaril este independent substituit cu 0, 1, 2, 3, 4, sau 5
R9 grupdri, si in care R#, R, R gi R% sunt aga cum au fost definiti mai sus.

In anumite variante de realizare, substituentul prezent pe atomul de azot este o grupare
protectoare a azotului (denumiti aici de asemenca "grupare protectoare pentru amino"). Grupdrile
protectoare pentru azot includ, dar nu se limiteazd la, grupidri -OH, -OR*, -N(R*%),, -C(=0)R™,
-C(=0)N(R),, -CO2R™, -SO,R™, -C(=NR*)R™, -C(-NR*)OR™, -C(-NR*)N(R®),, -SO2N(R)3, -SOR*®,
-SO,0R¢, -SOR*, -C(=S)N(R®),, -C(=0)SR*, -C(=S)SR*, alchil Ci.10 (de exemplu, aralchil,
heteroaralchil), alchenil C;.19, alchinil Cs.10, hetero alchil Ci.10, hetero alchenil Cs.1p, hetero alchinil C;.q0,
carbociclil Cs.19, heterociclil cu 3-14 membri, aril Ce14, $i heteroaril cu 5-14 membri, in care fiecare
alchil, alchenil, alchinil, heteroalchil, heteroalchenil, heteroalchinil, carbociclil, heterociclil, aralchil, aril,
si heteroaril este independent substituit cu 0, 1, 2, 3, 4, sau 5 grupari R, si in care R*, R*®, R* ¢i R% sunt
asa cum au fost definifi aici. Grupdrile protectoare ale azotului sunt bine cunoscute in domeniu si le
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includ pe cele descrise in detaliu in Protecting Grupari in Organic Synthesis, T. W. Greene si P. G. M.
Wauts, editia a 3-a, John Wiley & Sons, 1999.

De exemplu, grupdrile protectoare de azot, cum ar fi grupdrile amidice (de exemplu, -C(=0)R™)
includ, dar nu sunt limitate la, formamida, acctamidi, cloroacetamidd, tricloroacetamida,
trifluoroacetamida, fenilacetamidd, 3-fenilpropanamida, picolinamidd, 3-piridilcarboxamidd, derivat de
N-benzoilfenilalanil, benzamidd, p-fenilbenzamidd, o-nitofenilacetamidd, o-nitrofenoxiacetamida,
acetoacetamida, (N'-ditiobenziloxiacilamino)acetamida, 3-(p-hidroxifenil)propanamida, 3-(o-
nitrofenil)propanamida, 2-metil-2-(o-nitrofenoxi)propanamida, 2-metil-2-(o-fenilazofenoxi)propanamida,
4-clorobutanamida, 3-metil-3-nitrobutanamidi, o-nitrocinamidd, derivat de N-acetilmetionini, o-
nitrobenzamida si o-(benzoiloximetil)benzamida.

Grupdri protectoare ale azotului cum ar fi grupari carbamat (de exemplu, -C(=O)OR*) include,
dar nu sunt limitate la, carbamat de metil, carbamat de etil, carbamat de 9-fluorenilmetil (Fmoc),
carbamat de 9-(2-sulfo)fluoroenilmetil, carbamat de 9-(2,7-dibromo)fluoroenilmetil, carbamat de 2,7-di-t-
butil-[9-(10,10-diox0-10,10,10,10-tetrahidrotioxantil)|metil (DBD-Tmoc), carbamat de 4-metoxifenacil
(Fenoc), carbamat de 2,2,2-tricloroetil (Troc), carbamat de 2-trimetilsililetil (Teoc), carbamat de 2-
feniletil (hZ), carbamat de 1-(l1-adamantil)-1-metiletil (Adpoc), carbamat de 1,1-dimetil-2-haloetil,
carbamat de 1,1-dimetil-2,2-dibromoetil (DB-t-BOC), carbamat de 1,1-dimetil-2,2,2-tricloroetil
(TCBOC), carbamat de 1-metil-t-(4-bifenilil)etil (Bpoc), carbamat de 1-(3,5-di-t-butilfenil)-1-metiletil (t-
Bumeoc), carbamat de 2-(2'- si 4'-piridil)etil (Pyoc), carbamat de 2-(N,N-diciclohexilcarboxamido)etil,
carbamat de t-butil (BOC sau Boc), carbamat de 1-adamantil (Adoc), carbamat de vinil (Voc), carbamat
de alil (Alloc), carbamat de 1-izopropilalil (Ipaoc), carbamat de cinamil (Coc), carbamat de 4-
nitrocinamil (Noc), carbamat de 8-chinolil, carbamat de N-hidroxipiperidinil, alchilditio carbamat,
carbamat de benzil (Cbz), carbamat de p-metoxibenzil (Moz), carbamat de p-nitobenzil, carbamat de p-
bromobenzil, p-clorobenzil carbamat, 2,4-diclorobenzil carbamat, carbamat de 4-metilsulfinilbenzil
(Msz), carbamat de 9-antrilmetil, carbamat de difenilmetil, carbamat de 2-metiltioetil, 2- carbamat de
metilsulfoniletil, carbamat de 2-(p-toluenesulfonil)etil, \ carbamat de [2-(1,3-ditianil)Jmetil (Dmoc),
carbamat de 4-metiltiofenil (Mtpc), carbamat de 2,4-dimetiltiofenil (Bmpc), carbamat de 2-fosfonioetil
(Peoc), carbamat de 2-trifenilfosfonioizopropil (Ppoc), carbamat de 1,1-dimetil-2-cianoetil, carbamat de
m-cloro-p-aciloxibenzil, carbamat de p-(dihidroxiboril)benzil, carbamat de S5-benzizoxazolilmetil,
carbamat de 2-(trifluorometil)-6-cromonilmetil (Tcroc), carbamat de m-nitrofenil, carbamat de 3,5-
dimetoxibenzil, carbamat de o-nitrobenzil, carbamat de 3,4-dimetoxi-6-nitrobenzil, carbamat de fenil(o-
nitrofenil)metil, carbamat de t-amil, tiocarbamat de S-benzil, carbamat de p-cianobenzil, carbamat de
ciclobutil, carbamat de ciclohexil, carbamat de ciclopentil, carbamat de ciclopropilmetil, carbamat de p-
deciloxibenzil, carbamat de 2,2-dimetoxiacilvinil, carbamat de o-(N,N-dimetilcarboxamido)benzil,
carbamat de 1,1-dimetil-3-(N,N-dimetilcarboxamido)propil, carbamat de 1,1-dimetilpropinil, carbamat de
di(2-piridil)metil, carbamat de 2-furanilmetil, carbamat de 2-iodoetil, carbamat de izoborinl, carbamat de
izobutil, carbamat de izonicotinil, carbamat de p-(p'-metoxifenilazo)benzil, carbamat de 1-metilciclobutil,
carbamat de I-metilciclohexil, carbamat de 1-metil-1-ciclopropilmetil, carbamat de 1-metil-1-(3,5-
dimetoxifenil)etil, carbamat de 1-metil-1-(p-fenilazofenil)etil, carbamat de 1-metil-1-feniletil, carbamat
de 1-metil-1-(4-piridil)etil, carbamat de fenil, carbamat de p-(fenilazo)benzil, carbamat de 2,4,6-tri-t-
butilfenil, carbamat de 4-(trimetilamoniu)benzil, si carbamat de 2,4,6-trimetilbenzil.

Grupdri protectoare ale azotului, cum ar fi grupéri de sulfonamidd (de exemplu, -S(=0):R*)
include, dar nu sunt limitate la, p-toluenesulfonamidd (Ts), benzensulfonamida, 2,3,6-trimetil-4-
metoxibenzensulfonamidi (Mtr), 2.4 ,6-trimetoxibenzensulfonamida (Mtb), 2,6-dimetil-4-
metoxibenzensulfonamida (Pme), 2.3,5,6-tetrametil-4-metoxibenzensulfonamidi (Mte), 4-
metoxibenzensulfonamida (Mbs), 2.4,6-trimetilbenzensulfonamida (Mts), 2,6-dimetoxi-4-
metilbenzensulfonamida (iMds), 2,2,5,7,8-pentametilcroman-6-sulfonamidd (Pmc), metansulfonamida
(Ms), B-trimetilsililetansulfonamida (SES), 9-antracenesulfonamida, 4-(4'.8'-
dimetoxinaftilmetil)benzensulfonamidd (DNMBS), benzilsulfonamida, trifluorometilsulfonamida, si
fenacilsulfonamida.

Alte grupari protectoare ale azotului include, dar nu sunt limitate 1a, derivat de fenotiazinil-(10)-
acil, derivat de N'-p-toluenesulfonilaminoacil, derivat de N'-fenilaminotioacil, derivat de N-
benzoilfenilalanil, derivat de N-acctilmetionind, 4,5-difenil-3-oxazolin-2-ond, N-ftalimida, N-
ditiasuccinimida  (Dts),  N-2,3-difenilmaleimidd,  N-2,5-dimetilpirol, aduct de N-1,1,44-
tetrametildisililazaciclopentan (STABASE), 1,3-dimetil-1,3,5-triazaciclohexan-2-ond 5-substituitd, 1,3-
dibenzil-1,3,5-triazaciclohexan-2-ond 5-substituitd, 3,5-dinitro-4-piridona 1-substituitd, N-metilamind, N-
alilamind, N-[2-(trimetilsilil)etoxi|metilamind (SEM), N-3-acetoxipropilamind, N-(1-izopropil-4-nitro-2-
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oxo-3-piroolin-3-il)amind, siruri cuaternare de amoniu, N-benzilamind, N-di(4-metoxifenil)metilamina,
N-5-dibenzosuberilamini, N-trifenilmetilamini (Tr), N-[(4-metoxifenil)difenilmetil]amind (MMTr), N-9-
fenilfluorenilamind (FF), N-2,7-dicloro-9-fluorenilmetilenamind, N-ferocenilmetilamino (Fem), N-2-
picolilamino N'-oxid, N-1,1-dimetiltiometilenamini, N-benzilidenamini, N-p-metoxibenzilidenaming, N-
difenilmetilenamind, N-[(2-piridil)mesitil|metilenamind, N-(N',N'-dimetilaminometilen)amind, N,N'-
izopropilidendiamind, N-p-nitrobenzilidenamind, N-salicilidenamind, N-5-clorosalicilidenamind, N-(5-
cloro-2-hidroxifenil)fenilmetilenamina, N-ciclohexilidenamina, N-(5,5-dimetil-3-o0x0-1-
ciclohexenil)amind, derivat de N-borane, derivat de acid N-difenilborinic, N-[fenil(pentaacilcromiu - sau
tungsten)acil]lamind, chelat N-cupru, chelat N-zinc, N-nitroamind, N-nitrozoamind, N-oxid de amini,
difenilfosfinamidd  (Dpp), dimetiltiofosfinamidd (Mpt), difeniltiofosfinamidd (Ppt), dialchil
fosforamidates, dibenzil fosforamidat, difenil fosforamidat, benzensulfenamida, o-
nitrobenzensulfenamidi (Nps), 2,4-dinitrobenzensulfenamidd, pentaclorobenzensulfenamidd, 2-nitro-4-
metoxibenzensulfenamida, trifenilmetilsulfenamida, si 3 -nitropiridinsulfenamidd (Npys).

In anumite variante de realizare, substituentul prezent pe un atom de oxigen este o grupare
protectoare a oxigenului (denumitd aici si "grupare protectoare pentru hidroxil"). Grupdrile protectoare
ale oxigenului includ, dar nu sunt limitate la, -R*, -N(R®);, -C(=O)SR®, -C(=O)R®™, -CO,R#,
-C(=0)N(R"),, -C(=NR"R* -C(=NR®OR*, -C(=NR""N(R"),, -S(=0)R%®, -SO,R* -Si(R*),
P(R®),, -P(R®)3*X", -P(OR®),, -P(OR%);"X", -P(=0)(R™),, -P(=0)(OR*),, si -P(=O)N(R"),),, in care
X, R® R, si R sunt asa cum au fost definiti aici. Grupdrile protectoare ale oxigenului sunt bine
cunoscute in domeniu si le includ pe cele descrise in detaliu in Protecting Groups in Organic Synthesis, T.
W. Greene si P. G. M. Wuts, editia a-3-a, John Wiley & Sons, 1999.

Grupdri de protectie a oxigenului exemplare le includ, dar nu se limiteaz3 la, metil, metoxilmetil
(MOM), metiltiometil (MTM), t-butiltiometil, (fenildimetilsilil)metoximetil (SMOM), benziloximetil
(BOM), p-metoxibenziloximetil (PMBM), (4-metoxifenoxi)metil (p-AOM), guaiacolmetil (GUM), t-
butoximetil, 4-penteniloximetil (POM), siloximetil, 2-metoxietoximetil (MEM), 2,2 2-tricloroetoximetil,
bis(2-cloroetoxi)metil, 2-(trimetilsilil)etoximetil (SEMOR), tetrahidropiranil (THP), 3
bromotetrahidropiranil, tetrahidrotiopiranil, 1-metoxiciclohexil, 4-metoxitetrahidropiranil (MTHP), 4-
metoxitetrahidrotiopiranil, = 4-metoxitetrahidrotiopiranil ~ S,S-dioxide, 1-[(2-cloro-4-metil)fenil]-4-
metoxipiperidin-4-il (CTMP), 1,4-dioxan-2-il, tetrahidrofuranil, tetrahidrotiofuranil, 2,3,3a,4,5,6,7,7a-
octahidro-7,8,8-trimetil-4,7-metanobenzofuran-2-il, 1-etoxietil. 1-(2-cloroetoxi)etil, 1-metil-1-metoxietil,
1-metil-1-benziloxietil, 1-metil-1-benziloxi-2-fluoroetil,  2,2,2-tricloroetil,  2-trimetilsililetil,  2-
(fenilselenil)etil, t-butil, alil, p-clorofenil, p-metoxifenil, 2,4-dinitrofenil, benzil (Bn), p-metoxibenzil, 3,4-
dimetoxibenzil, o-nitrobenzil, p-nitrobenzil, p-halobenzil, 2,6-diclorobenzil, p-cianobenzil, p-fenilbenzil,
2-picolil, 4-picolil, 3-metil-2-picolil N-oxido, difenilmetil, p,p'-dinitrobenzhidril, 5-dibenzosuberil,
trifenilmetil,  a-naftildifcnilmetil,  p-metoxifenildifenilmetil,  di(p-metoxifenil)fenilmetil,  tri(p-
metoxifenil)metil, 4-(4'-bromofenaciloxifenil)difenilmetil, 4,4',4"-tris(4,5-dicloroftalimidofenil)metil,
4.4' 4" -tris(levulinoiloxifenil)metil, 4.4' 4" -tris(benzoiloxifenil)metil, 3-(imidazol-1-il)bis(4',4"-
dimetoxifenil)metil, 1,1-bis(4-metoxifenil)-1'-pirenilmetil, 9-antril, 9-(9-fenil)xanthenil, 9-(9-fenil-10-
oxo)antril, 1,3-benzoditiolan-2-il, benzizotiazolil S,S-dioxido, trimetilsilil (TMS), trietilsilil (TES),
triizopropilsilil (TIPS), dimetilizopropilsilil (IPDMS), dietilizopropilsilil (DEIPS), dimetilthexilsilil, t-
butildimetilsilil (TBDMS), t-butildifenilsilil (TBDPS), tribenzilsilil, tri-p-xililsilil, trifenilsilil,
difenilmetilsilil (DPMS), t-butilmetoxifenilsilil (TBMPS), formate, benzoilformate, acetat, cloroacetat,
dicloroacetat, tricloroacetat, trifluoroacetat, metoxiacetat, trifenilmetoxiacetat, fenoxiacetat, p-
clorofenoxiacetat,  3-fenilpropionat, = 4-oxopentanoat  (levulinat ), 4,4-(etilenditio)pentanoat
(levulinoilditioacetal), pivaloat, adamantoat, crotonat, 4-metoxicrotonat, benzoat, p-fenilbenzoat, 2,4,6-
trimetilbenzoat (mezitoat), carbonat de metil, carbonat de 9-fluorenilmetil (Fmoc), carbonat de etil,
carbonat de 2,2,2-tricloroetil (Troc), carbonat de 2-(trimetilsiliDetil (TMSEC), 2-(fenilsulfonil) carbonat
de etil (Psec), 2-(trifenilfosfonio) carbonat de etil (Peoc), carbonat de izobutil, carbonat de vinil, carbonat
de alil, carbonat de t-butil (BOC sau Boc), carbonat de p-nitrofenil, carbonat de benzil, carbonat de p-
metoxibenzil, carbonat de 3,4-dimetoxibenzil, carbonat de o-nitrobenzil, carbonat de p-nitrobenzil,
tiocarbonat de S-benzil, carbonat de 4-etoxi-1-nafttil, ditiocarbonat de metil, 2-iodobenzoat, 4-
azidobutirat, 4-nitro-4-metilpentanoat, o-(dibromometil)benzoat, 2-formilbenzensulfonat, 2-
(metiltiometoxi)etil, butirat de 4-(metiltiometoxi), benzoat de 2-(metiltiometoximetil), 2,6-dicloro-4-
metilfenoxiacetat, fenoxiacetat de 2,6-dicloro-4-(1,1,3,3-tetrametilbutil), fenoxiacetat de 2,4-bis(1,1-
dimetilpropil), clorodifenilacetat, izobutirat, monosuccinoat, (E)-2-metil-2-butenoat, o-
(metoxiacil)benzoat, a-naftoat, nitrat, N,N,N',N'-tetrametilfosforodiamidat de alchil, N-fenilcarbamat de
alchil, borat, dimetilfosfinotioil, 2,4-dinitrofenilsulfenat de alchil, sulfat, metansulfonat (mesilat ),
benzilsulfonat, si tosilat (Ts).
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In anumite variante de realizare, substituentul prezent pe un atom de sulf este o grupare
protectoare a sulfului (denumitd "grupare protectoare a tiolului"). Grupdrile protectoare ale sulfului
includ, dar nu sunt limitate la, -R*, -N(R"),, -C(=0)SR®, -C(=0)R*, -CO;R®, -C(=O)N(R"),,
-C(=NR™R™, -C(=NR")OR®, -C(=NR™)N(R™),, -S(=O)R*, -SO,R™, -Si(R*)3, -P(R*),, -P(R®);*X",
-P(OR%),, -P(OR*);*X", -P(=0)(R*),, -P(=0)(OR*),, si -P(=0)(N(R""),),, in care R*, R, si R* sunt asa
cum au fost definiti aici. Grupdrile protectoare ale sulfului sunt bine cunoscute in domeniu si le includ pe
cele descrise in detaliu in Profecting groups in Organic Synthesis, T. W. Greene si P. G. M. Wuts, a-3-a
editie, John Wiley & Sons, 1999.

Un "contraion" sau "contraion anionic" este o gruparea incircat negativ asociat cu un grup
incdrcat pozitiv pentru a menfine neutralitatea electronicd. Un contraion anionic poate fi monovalent
(adicd, incluzand o sarcinid negativd formald). Un contraion anionic poate fi, de asemenca, multivalent
(adicd, incluzand mai mult de o sarcini negativa formald), cum ar fi bivalent sau trivalent. Contraioni
exemplificativi includ ioni de halogenura (de exemplu, F-, CI', Br, I'), NOs, ClO4, OH", H:PO,, HCO3,
HSO,, ioni sulfonat (de exemplu, metansulfonat, trifluorometansulfonat, p-toluensulfonat,
benzensulfonat, 10-camfor sulfonat, naftalen-2-sulfonat, acid naftalen-1-sulfonic -5-sulfonat, etan-1-
sulfonic acid-2-sulfonat, si altele asemenea), ioni de carboxilat (de exemplu, acetat, propanoat, benzoat,
glicerat, lactat, tartrat, glicolat, gluconat, si altele asemenea), BF4, PPhs, PPhs, AsFs, SbFe, B[3,5-
(CF3)2C6H3]4]', B(C6F5)4', BF4', AI(OC(CF3)3)4', §1 anioni carboran (de exemplu, CB11Hiz» sau
(HCB11MesBrs)). Contraioni exemplificativi care pot fi multivalenti includ COs>, HPO4>, PO, B4O7%,
SO.4%, S,05%, anioni carboxilat (de exemplu, tartrat, citrat, fumarat, maleat, malat, malonat, gluconat,
succinat, glutarat, adipat, pimelat, suberat, azelat, sebacat, salicilat, ftalati, aspartat, glutamat, si altele
asemenea), si carborani.

Asa cum este utilizata aici, utilizarea sintagmei "cel putin un caz" se referd la 1, 2, 3, 4, sau mai
multe cazuri, dar include, de asemenea, un interval, de exemplu,dela1la4,dela 1la3,delalla2, de
la2la4,dela?2la3. saudela 3 la 4 cazuri, inclusiv.

Acestia si alti substituenti exemplificativi sunt descrisi mai detaliat pe tot cuprinsul. Inventia nu
este intentionatd a fi limitata in niciun fel de lista exemplificativd de mai sus a substituentilor.

Asa cum este utilizat aici, termenul "sare" se referd la oricare si la toate sdrurile si cuprinde
sdrurile acceptabile farmaceutic.

Termenul "sare acceptabild farmaceutic" se referd la acele saruri care, in limitele rajionamentului
medical sdndtos, sunt adecvate pentru utilizare" in contact cu tesuturile oamenilor si animalelor inferioare,
fard toxicitate nejustificatd, iritafie, rdspuns alergic si altele asemenea, si altele asemenea si sunt
proportionale cu un raport rezonabil beneficiu/risc. Sdrurile acceptabile farmaceutic sunt bine cunoscute
in domeniu. De exemplu, Berge si colab. descriu sidruri acceptabile farmaceutic in detaliu in J.
Farmaceutical Sciences, 1977, 66, 1-19. Sarurile acceptabile farmaceutic ale compusilor conform acestei
inventii le includ pe cele derivate din acizi si baze anorganice si organice adecvate. Exemple de saruri de
aditie acida netoxice acceptabile farmaceutic sunt sdrurile unei grupari amino formate cu acizi anorganici,
cum ar fi acidul clorhidric, acidul bromhidric, acidul fosforic, acidul sulfuric si acidul percloric sau cu
acizi organici, cum ar fi acidul acetic, acidul oxalic, acidul maleic, acidul tartric, acidul citric, acidul
succinic sau acidul malonic sau prin utilizarea altor metode cunoscute in domeniu, cum ar fi schimbul de
ioni. Alte sdruri acceptabile farmaceutic includ saruri adipat, alginat, ascorbat, aspartat, benzensulfonat,
benzoat, bisulfat, borat, butirat, camforat, camforsulfonat, citrat, ciclopentanpropionat, digluconat,
dodecilsulfat, etansulfonat, formiat, fumarat, glucoheptonat, glicerofosfat, gluconat, hemisulfat,
heptanoat, hexanoat, iodhidrat, 2-hidroxi-etansulfonat, lactobionat, lactat, laurat, lauril sulfat, malat,
maleat, malonat, metansulfonat, 2-naftalensulfonat, nicotinat, nitrat, oleat, oxalat, palmitat, pamoat,
pectinat, persulfat, 3-fenilpropionat, fosfat, picrat, pivalat, propionat, stearat, succinat, sulfat, tartrat,
tiocianat, p-toluensulfonat, undecanoat, valerat, si altele asemenea. Sdrurile derivate din baze adecvate
includ sdruri de metale alcaline, metale alcalino-pdmantoase, amoniu si, si N*(alchil Ci.4)s. Sdruri
reprezentative ale metalelor alcaline sau alcalino-pdmantoase includ sodiu, litiu, potasiu, calciu, magneziu
si altele asemenea. Alte siruri acceptabile farmaceutic includ, atunci cand este cazul, cationi netoxici de
amoniu, amoniu cuaternar si amind formati folosind contraioni cum ar fi halogenura, hidroxid, carboxilat,
sulfat, fosfat, azotat, sulfonat de alchil inferior si sulfonat de aril.

Agenti activi biologic

Aceastd dezvaluire are in vedere faptul cd LNP-urile furnizate aici si/sau diferitele terapii

combinate furnizate aici pot fi utilizate pentru a administra o varietate de agenti unui subiect. Astfel de
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agenti vor fi, tipic, agenti activi biologic Agentii activi biologic sunt agenti care au un efect in vivo si, de
preferintd, un efect benefic, cum ar fi modularea imund doritd, stimularea imund, inhibarea imuna,
uciderea celulelor, conservarea celulelor, exprimarea genei modificate, inlocuirea proteinelor si altele
asemenea. Agentii activi biologic includ, dar nu se limiteaza la, agenti profilactici, agenti terapeutici si
agenti de diagnostic. Agentii activi biologic includ agenti imunomodulatori, cum ar fi agenti
imunostimulatori sau imunoinhibitori, antigeni, anticorpi si fragmente de anticorpi, cum ar fi fragmente
de anticorpi care leagd antigenul, adjuvanti, citokine cum ar fi interleukine, agenti antibacterieni, agenti
antivirali, agenti antifungici, agenfi antiparazifi, agenti anti-cancerigeni, agenti antiinflamatori si altii
asemenea.

Astfel de agenti pot fi, fard limitare, acizi nucleici, proteine sau peptide, compusi organici mici,
carbohidrati si/sau polizaharide si altele asemenea. Acestia pot fi utilizati pentru a exprima acizi nucleici
si/sau proteine in celule, in special in celulele care sunt deficitare in astfel de acizi nucleici sau proteine
sau au versiuni mutante ale acestor acizi nucleici sau proteine. Acestia pot fi utilizati pentru a introduce si
exprima acizi nucleici sau proteine care nu sunt native pentru celuld sau organism, asa cum se poate face,
de exemplu, in contextul unui protocol de imunizare sau vaccinare. In acest sens, acidul nucleic sau
proteina poate fi striind de subiectul ciruia i se administreaza (de exemplu, nu apare in mod natural la un
astfel de subiect sau nu apare deloc in mod natural), si este administratd subiectului pentru a induce si/sau
stimula un raspuns imunitar la astfel de acid nucleic sau proteind. Acizii nucleici furnizati aici pot fi
utilizati in acest scop.

Alti agenti biologic activi pot fi utilizati singuri sau impreund cu astfel de acizi nucleici sau
proteine, inclusiv formulati impreund cu astfel de acizi nucleici sau proteine, inclusiv formulati in LNP-
urile din aceastd dezvaluire.

Acizi nucleici

Asa cum se utilizeaza aici, termenul "acid nucleic" se referd la un compus care cuprinde o
nucleobaza si un fragment acid, de exemplu, o nucleozidd, o nucleotidd sau un polimer de nucleotide.
Tipic, acizii nucleici polimerici, de exemplu moleculele de acid nucleic cuprinzand trei sau mai multe
nucleotide sunt molecule liniare, in care nucleotidele adiacente sunt legate intre ele printr-o legiturd
fosfodiester. In unele variante de realizare, "acid nucleic " se referd la resturi individuale de acid nucleic
(de exemplu, nucleotide si/sau nucleozide). In unele variante de realizare, "acid nucleic" se referdt la un
lant de oligonucleotide care cuprinde trei sau mai multe reziduuri de nucleotide individuale. Asa cum sunt
utilizati aici, termenii "oligonucleotidd" si "polinucleotidd" pot fi utilizati interschimbabil pentru a se
referi la un polimer din nucleotide (de exemplu, un sir de cel putin trei nucleotide). In unele variante de
realizare, "acid nucleic " cuprinde ARN, precum si ADN simplu si/sau dublu catenar. O secventa de acid
nucleic este prezentatd pe directia 5° 1a 3” daca nu se indic3 altfel.

Acizii nucleici includ orice compus si/sau substantd care cuprinde un polimer de nucleotide.
Acesti polimeri sunt denumifi polinucleotide. Acizii nucleici pot fi sau pot include, de exemplu, acizi
ribonucleici (ARN-uri), acizi dezoxiribonucleici (ADN-uri), acizi nucleici treozici (TNA-uri), acizi
nucleici glicolici (GNA-uri), acizi nucleici peptidici (PNA-uri), acizi nucleici blocafi (LNA-uri),
incluzand LNA avénd o configuratie B-D-ribo, 0-LNA avénd o configuratie o-L-ribo (un diastereomer al
LNA), 2’-amino-LNA avand o functionalizare 2’-amino §i 2’-amino-a-LNA avand o functionalizare 2'-
amino), acizi nucleici etilenici (ENA), acizi nucleici ciclohexenilici (CeNA) sau himere sau combinatii
ale acestora.

Acizii nucleici pot fi prezenti natural, de exemplu, in contextul unui genom, al unui transcript, al
unui ARNm, ARNt, ARNr, ARNsi, ARNsn, plasmida, cosmidd, cromozom, cromatidi sau altd moleculd
naturald de acid nucleic. Pe de alta parte, o moleculd de acid nucleic poate fi 0 moleculd nenaturald, de
exemplu, un ADN sau ARN recombinant, un cromozom artificial, un genom proiectat sau fragment al
acestuia, sau un ADN, ARN sintetic, hibrid de ADN/ARN, sau incluzand nucleotide sau nucleozide care
nu apar natural. Acizii nucleici pot fi purificati din surse naturale, produsi folosind sisteme de exprimare
recombinate §i, optional, purificati, sintetizati chimic, etc.

Mai mult, termenii "acid nucleic", "ADN", "ARN" si/sau termeni similari includ analogi de acid
nucleic, adica analogi avand altul decat o coloani vertebrald de fosfodiester.

Acolo unde este cazul, de exemplu, in cazul moleculelor sintetizate chimic, acizii nucleici pot
cuprinde analogi nucleozidici, cum ar fi analogi avind baze sau zaharuri modificate chimic, si modificari
ale coloanei vertebrale. In unele variante de realizare, un acid nucleic este sau cuprinde nucleozide
naturale (de exemplu, adenozind, timidind, guanozind, citidini, uridind, deoxiadenozind, deoxitimidini,
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deoxiguanozind, si deoxicitidind); analogi de nucleozide (de exemplu, 2-aminoadenozind, 2-tiotimidina,
inozind, pirolo-pirimidind, 3-metil adenozind, 5-metilcitiding, 2-aminoadenozind, CS-bromouridind, C5-
fluorouriding, C5-iodouridind, C5-propinil-uridind, = C5-propinil-citidind, C5-metilcitidind, 2-
aminoadenozind, 7-deazaadenozini, 7-deazaguanozind, 8-oxoadenozind, 8-oxoguanozind, O(6)-
metilguanind, si 2-tiocitidind), baze modificate chimic; baze modificate biologic (de exemplu, baze
metilate); baze intercalate; zaharuri modificate (de exemplu, 2'-fluororiboza, ribozi, 2'-deoxiribozi,
arabinozd, si hexozd); si/sau grupdri de fosfat modificate (de exemplu, legituri de fosforotioati si 5'-N-
fosforamidite).

O "nucleozidd" se referd la un compus care contine o moleculd de zahar (de exemplu, o pentoza
sau riboza) sau un derivat al acesteia in combinatic cu o baza organicd (de exemplu, o purind sau
pirimidind) sau un derivat al acesteia (denumit aici si "nucleobaza"). O "nucleotidd" se referd la o
nucleozidd, incluzand o grupare fosfat. Nucleotidele modificate pot fi sintetizate prin orice metoda utila,
cum ar fi, de exemplu, chimic, enzimatic sau recombinant, pentru a include una sau mai multe nucleozide
modificate sau nenaturale. Polinucleotidele pot cuprinde o regiune sau regiuni de nucleozide legate.
Astfel de regiuni pot avea legituri variabile de coloand vertebrald. Legiturile pot fi legituri standard
fosfdioester, caz in care polinucleotidele ar cuprinde regiuni de nucleotide.

Perechea de baze de nucleotide modificatd cuprinde nu numai perechile standard de baze
adenozind-timind, adenozind-uracil sau guanozini-citozind, ci si perechile de baze formate intre
nucleotide si/sau nucleotide modificate cuprinzind baze nestandard sau modificate, in care aranjarea
donorilor de legituri de hidrogen si a acceptorilor de legituri de hidrogen permit formarea legiturii de
hidrogen intre o bazi nestandard si o baza standard sau intre doud structuri de bazi nestandard
complementare. Un exemplu de astfel de formare a unei perechi de baze nestandard este formarea unei
perechi de baze intre nucleotida modificata inozina si adenina, citozina sau uracilul. Orice combinatie de
bazi/zahir sau linker poate fi incorporata in polinucleotidele din prezenta dezviluire.

Un specialist in domeniu va aprecia cd, cu exceptia cazului in care se mentioneaza altfel,
secventele de polinucleotide prezentate in prezenta cerere vor mentiona "T"-uri intr-o secventd
reprezentativd de ADN, dar in cazul in care secventa reprezintd ARN, "T"-urile vor fi inlocuite cu "U"-
uri.

Modificdrile polinucleotidelor (de exemplu, polinucleotidele ARN, cum ar fi polinucleotidele
ARNm) care sunt utile in agentii terapeutici descrisi aici includ, dar nu se limiteazi la urmatoarele: 2-
metiltio-N6-(cis-hidroxiizopentenil)adenozind;  2-metiltio-N6-metiladenozind;  2-metiltio-N6-treonil
carbamoiladenozind; N6-glycinilcarbamoiladenozind; N6-izopenteniladenozind; N6-metiladenozind; N6-
treonilcarbamoiladenozind; 1,2'0O-dimetiladenozini; 1-metiladenozing;, 2'-O-metiladenozing; 2'-O-
ribosiladenozind (fosfat); 2-metiladenozind; 2-metiltio-N6 izopenteniladenozind; 2-metiltio-N6-
hidroxinorvalil carbamoiladenozini; 2'-O-metiladenozini; 2'-O-ribosiladenozini (fosfat);
Izopenteniladenozind;  N6-(cis-hidroxiizopentenil)adenozind;  N6,2'-O-dimetiladenozind; N6,2'-O-
dimetiladenozind; N6,N6,2-O-trimetiladenozind; N6,N6-dimetiladenozini; N6-acetiladenozind; N6-
hidroxinorvalilcarbamoiladenozini; N6-metil-N6-treonilcarbamoiladenozind;, 2-metiladenozini; 2-
metiltio-N6-izopenteniladenozini; 7-deaza-adenozind; N1-metiladenozind; N6, N6 (dimetil)adenind; N6-
cis-hidroxi-izopentenil-adenozind; o-tio-adenozini; 2 (amino)adenind; 2 (aminopropil)adenind; 2
(metiltio) N6 (izopentenil)adenind; 2-(alchil)adenind; 2-(aminoalchil)adenind; 2-(aminopropil)adenind; 2-
(halo)adenind; 2-(halo)adenind; 2-(propil)adenind; 2'-Amino-2'-deoxi-ATP; 2'-Azido-2'-deoxi-ATP; 2'-
Deoxi-2'-a-aminoadenozini TP; 2'-Deoxi-2'-a-azidoadenozind TP; 6 (alchil)adenini; 6 (metil)adenind; 6-
(alchiDadenind; 6-(metil)adenini; 7 (deaza)adenind; 8 (alchenil)adenini; 8 (alchinil)adenini; 8
(amino)adenind; 8 (tioalchil)adenind; 8-(alchenil)adenini; 8-(alchil)adenini; 8-(alchinil)adenini; 8-
(amino)adenind; 8-(halo)adenini; 8-(hidroxil)adenind; 8-(tioalchil)adenini; 8-(tiol)adenind; 8-azido-
adenozind; aza adenind; decaza adenini; N6 (metil)adenini; N6-(izopentil)adenind; 7-deaza-8-aza-
adenozind; 7-metiladenini; I-Deazaadenozini TP; 2'Fluoro-N6-Bz-deoxiadenozini TP; 2'-OMe-2-Amino-
ATP; 2'0O-metil-N6-Bz-deoxiadenozinid TP; 2'-a-Etiniladenozind TP; 2-aminoadenini; 2-Aminoadenozind
TP; 2-Amino-ATP; 2'-a-Trifluorometiladenozinid TP; 2-Azidoadenozini TP; 2'-b-Etiniladenozini TP; 2-
Bromoadenozind TP; 2'-b-Trifluorometiladenozind TP; 2-Cloroadenozind TP; 2'-Deoxi-2',2'-
difluoroadenozind TP; 2'-Deoxi-2'-a-mercaptoadenozind TP; 2'-Deoxi-2'-a-tiometoxiadenozind TP; 2'-
Deoxi-2'-b-aminoadenozinid TP; 2'-Deoxi-2'-b-azidoadenozini TP; 2'-Deoxi-2'-b.bromoadenozini TP; 2'-
Deoxi-2'-b-cloroadenozind TP; 2'-Deoxi-2'-b-fluoroadenozinid TP; 2'-Deoxi-2'-b-iodoadenosinc TP; 2'-
Deoxi-2'-b-mercaptoadenozind TP; 2'-Deoxi-2'-b-tiometoxiadenozind TP; 2-Fluoroadenozind TP; 2-
Iodoadenozind TP;  2-Mercaptoadenozind  TP;  2-metoxi-adenini;  2-metiltio-adenind;,  2-
Trifluorometiladenozinid TP; 3-Deaza-3-bromoadenozind TP; 3-Deaza-3-cloroadenozini TP; 3-Deaza-3-
tluoroadenozind TP; 3-Deaza-3-iodoadenozind TP; 3-Deazaadenozinid TP; 4'-Azidoadenozini TP; 4'-
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Carbociclic adenozind TP; 4'-Etiniladenozind TP; 5'-Homo-adenozinid TP; 8-Aza-ATP; 8-bromo-
adenozind TP; 8-Trifluorometiladenozind TP; 9-Deazaadenozind TP; 2-aminopurind; 7-deaza-2,6-
diaminopurind; 7-deaza-8-aza-2,6-diaminopurind; 7-deaza-8-aza-2-aminopurind; 2,6-diaminopurind; 7-
deaza-8-aza-adenind, 7-deaza-2-aminopurind; 2-tiocitidind: 3-metilcitidind; 5-formilcitiding; 5-
hidroximetilcitidind; 5-metilcitiding; N4-acetilcitidind; 2'-O-metilcitiding; 2'-O-metilcitiding; 5,2'-O-
dimetilcitidingd;  5-formil-2'-O-metilcitidind;  Lizidind;  N4,2'-O-dimetilcitidind;  N4-acetil-2'-O-
melhilcitidingd; N4-metilcitidind; N4 N4-Dimetil-2'-OMe-Citidind TP; 4-metilcitidind; 5-aza-citidini;
Pseudo-izo-citidind; pirolo-citidind; o-tio-citidind; 2-(tio)citozind; 2'-Amino-2'-deoxi-CTP; 2'-Azido-2'-
deoxi-CTP; 2'-Deoxi-2'-a-aminocitidind TP; 2'-Deoxi-2'-a-azidocitidind TP; 3 (deaza) 5 (aza)citozini; 3
(metil)citozind; 3-(alchil)citozind; 3-(deaza) 5 (aza)citozini; 3-(metil)citiding; 4,2'-0O-dimetilcitiding; 3
(halo)citozind; 5 (metil)citozind; 5 (propinil)citozind; 5 (trifluorometil)citozind; 5-(alchil)citozind; 5-
(alchinil)citozind; 5-(halo)citozind; 5-(propinil)citozind; 5-(trifluorometil)citozind; 5-bromo-citiding; 5-
iodo-citidind; 5-propinil citozind; 6-(azo)citozind; 6-aza-citidini; aza citozini; dcaza citozind; N4
(acetil)citozind; 1-metil-1-deaza-pseudoizocitidind; 1-metil-pseudoizocitidind; 2-metoxi-5-metil-citidin;
2-metoxi-citidind; 2-tio-5-metil-citidind; 4-metoxi-1-metil-pseudoizocitidind; 4-metoxi-pseudoizocitidini;
4-tio-1-metil-1-deaza-pseudoizocitiding; 4-tio-1-metil-pseudoizocitiding; 4-tio-pseudoizocitidind; 5-aza-
zebularind; 5-metil-zebularing; pirolo-pseudoizocitidind; Zebularind; (E)-5-(2-Bromo-vinil)citidind TP;
2,2'-anhidro-citidind TP clorhidrat; 2'Fluor-N4-Bz-citidini TP; 2'Fluoro-N4-Acetil-citidind TP; 2'-O-
Metil-N4-Acetil-citidini TP;  2'0O-metil-N4-Bz-citidinA TP;  2'-a-EtinilcitidinA TP; 2'-a-
Trifluorometilcitidind TP; 2'-b-Etinilcitidind TP; 2'-b-Trifluorometilcitidind TP; 2'-Deoxi-2',2'-
difluorocitidini TP; 2'-Deoxi-2'-a-mercaptocitidind TP; 2'-Deoxi-2'-a-tiometoxicitidini TP; 2'-Deoxi-2'-b-
aminocitidinA TP; 2'-Deoxi-2'-b-azidocitidinA TP; 2'-Deoxi-2'-b-bromocitidind TP; 2'-Deoxi-2'-b-
clorocitidini TP; 2'-Deoxi-2'-b-fluorocitidind TP; 2'-Deoxi-2'-b-iodocitidind TP; 2'-Deoxi-2'-b-
mercaptocitidind TP; 2'-Deoxi-2'-b-tiometoxicitidind TP; 2'-O-Metil-5-(1-propinil)citidindA TP; 3'-
Etinilcitidind TP; 4'-Azidocitidind TP; 4'-Carbociclic citidind TP; 4'-Etinilcitidind TP; 5-(1-Propinil)ara-
citidind TP; 5-(2-Cloro-fenil)-2-tiocitidind TP; 5-(4-Amino-fenil)-2-tiocitidind TP; 5-Aminoalil-CTP; 5-
Cianocitidini TP; 5-Etinilara-citidind TP; 5-Etinilcitidind TP; 5'-Homo-citidini TP; 5-Metoxicitidind TP;
5-Tritluorometil-Citidind TP; N4-Amino-citidini TP; N4-Benzoil-citidind TP; Pseudoizocitidini; 7-
metilguanozind; N2,2'-O-dimetilguanozind; N2-metilguanozind;, Wiozind; 1,2-O-dimetyiguanozini; 1-
metilguanozind; 2'-O-metilguanozind; 2'-O-ribosilguanozind (fosfat); 2'-O-metilguanozing; 2'-O-
ribosilgnanozind (fosfat); 7-aminometil-7-deazaguanozind; 7-ciano-7-deazaguanozini; Archacozini;
Metilwiozind; N2,7-dimetilguanozind; N2 ,N2.2'-O-trimetilguanozind; N2,N2,7-trimetilguanozini;
N2,N2-dimetilguanozind; N2,7.2'-O-trimetilguanozind; 6-tio-guanozind; 7-deaza-guanozini;, 8-oxo-
guanozind, N1-metil-guanozind; o-tio-guanozini; 2 (propil)guanini; 2-(alchil)guanini; 2'-Amino-2'-
deoxi-G'TP; 2'-Azido-2'-deoxi-GTP; 2'-Deoxi-2'-a-aminoguanozind TP; 2'-Deoxi-2'-a-azidoguanozind TP;
6 (metil)guaning; 6-(alchil)guanind; 6-(metil)guanind; 6-metil-guanozind; 7 (alchil)guanini; 7
(deaza)guanind; 7 (metil)guanind; 7-(alchil)guanind; 7-(deaza)guanini; 7-(metil)guaning; 8
(alchil)guanini; 8 (alchinil)guanind; 8 (halo)guanini; 8 (tioalchil)guanind; 8-(alchenil)guanini; 8-
(alchil)guanini; 8-(alchinil)guanini; 8-(amino)guanini; 8-(halo)guanind; 8-(hidroxil)guanini; 8-
(tioalchil)guanind; 8-(tiol)guanind; aza guanind; deaza guanind; N (metil)guanind; N-(metil)guaning; 1-
metil-6-tio-guanozind;, 6-metoxi-guanozind; 6-tio-7-deaza-8-aza-guanozind; 6-tio-7-deaza-guanozind; 6-
tio-7-metil-guanozind;  7-deaza-8-aza-guanozini;  7-metil-8-oxo-guanozini; N2 N2-dimetil-6-tio-
guanozind, N2-metil-6-tio-guanozind; 1-Me-GTP; 2'Fluoro-N2-izobutil-guanozind TP; 2'0O-metil-N2-
izobutil-guanozind TP; 2-a-Etinilguanozind TP; 2'-a-Trifluorometilguanozind TP; 2'-b-Etinilguanozina
TP; 2'-b-Trifluorometilguanozind  TP; 2'-Dcoxi-2',2'-difluoroguanosine TP; 2'-Deoxi-2'-a-
mercaptoguanozind TP; 2'-Deoxi-2'-a-tiometoxiguanozind TP; 2'-Deoxi-2'-b-aminoguanozind TP; 2'-
Deoxi-2'-b-azidoguanozind TP; 2'-Deoxi-2'-b-bromoguanozini TP; 2'-Deoxi-2'-b-cloroguanozina TP; 2'-
Deoxi-2'-b-fluoroguanozind TP; 2'-Deoxi-2'-b-iodoguanozini TP; 2'-Deoxi-2'-b-mercaptoguanozina TP;
2'-Deoxi-2'-b-tiometoxiguanozind TP; 4'-Azidoguanozind TP; 4'-Carbociclic guanozini TP; 4'-
Etinilguanozind TP; 5'-Homo-guanozini TP; 8-bromo-guanozind TP; 9-Deazaguanozind TP; N2-izobutil-
guanozind TP; 1-metilinozind; Inozini; 1,2'-O-dimetilinozind; 2'-O-metilinozind; 7-metilinozing; 2'-O-
metilinozind; Epoxiqucuosine; galactozil-queuozind; Mannosilqueuozind; Queuozind; aliamino-timidini;
aza timidind; deaza timidind; deoxi-timidind; 2'-O-metiluriding; 2-tiouriding; 3-metiluriding; 5-
carboximetiluridind; 5-hidroxiuridind; 5-metiluridingd; S-taurinometil-2-tiouridind; 5-taurinometiluridini;
Dihidrouridini; Pscudouriding; (3-(3-amino-3-carboxipropiluridini; 1-metil-3-(3-amino-5-
carboxipropil)pscudouridind; 1-metilpseduouriding; 1-metil-pseudouriding; 2'-O-metiluriding; 2-O-
metilpseudouriding; 2'-O-metiluriding; 2-tio-2'-O-metiluriding; 3-(3-amino-3-carboxipropil)uridini; 3,2'-
O-dimetiluridind;  3-Metil-pseudo-Uridind TP; 4-tiouridind;  5-(carboxihidroximetil)uridind;  5-
(carboxihidroximetil)uridind metil ester; 5,2'-O-dimetiluridind; 3,6-dihidro-uridind; 5-aminomelhil-2-
tiouridind; 5-carbamoilmetil-2-O-metiluriding; 5-carbamoilmetiluridind; 5-carboxihidroximetiluridini; 5-
carboxihidroximetiluridini metil ester; 5-carboximetilaminometil-2'-O-metiluridini; 5-
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carboximetilaminometil-2-tiouridini; 5-carboximetilaminometil-2-tiouriding; 5-
carboximetilaminometiluriding; 5-carboximetilaminometiluriding; 5-Carbamoilmetiluridina TP; 5-
metoxicarbonilmetil-2'-O-metiluridind; 5-metoxicarbonilmetil-2-tiouridini; 5-metoxicarbonilmctiluridini;
5-metiluridind,),  5-metoxiuridind;  5-metil-2-tiouridind;  5-metilaminometil-2-selenouridind;  5-
metilaminometil-2-tiouridind; 5-metilaminomctiluridind; 3-Metildihidrouridini; 5-Oxiacetic acid- Uridini
TP; 5-Oxiacetic acid-metil ester-Uridind TP; N1 -metil-pseudouridind; uridina 5-oxiacetic acid; uridini 5-
oxiacetic acid metil ester; 3-(3-Amino-3-carboxipropil)-Uridind TP; 5-(izo-Pentenilaminometil)- 2-
tiouridind TP; 5-(izo-Pentenilaminometil)-2'-O-metiluridind TP; 5-(izo-Pentenilaminometiljuridini TP; 5-
propinil  uracil,  o-tio-uridini; 1  (aminoalchilamino-carboniletilenil)-2(tio)-pseudouracil; 1
(aminoalchilaminocarboniletilenil)-2,4-(ditio)pseudouracil; 1 (aminoalchilaminocarboniletilenil)-4
(tio)ypseudouracil; 1 (aminoalchilaminocarboniletilenil)-pseudouracil; 1 (aminocarboniletilenil)-2(tio)-
pseudouracil; 1 (aminocarboniletilenil)-2,4-(ditio)pseudouracil; 1 (aminocarboniletilenil)-4
(tio)ypseudouracil; 1 (aminocarboniletilenil)-pseudouracil; 2(tio)-pseudouracill substituit; 1 substituit 2,4-
(ditio)pseudouracil; 4 (tio)pseudouracil 1 substituit; pseudouracil 1 substituit; 1-(aminoalchilamino-
carboniletilenil)-2-(tio)-pseudouracil; 1-Metil-3-(3-amino-3-carboxipropil) pseudouridind TP; 1-Metil-3-
(3-amino-3-carboxipropil)pseudo-UTP; 1-Metil-pseudo-UTP; 2 (tio)pseudouracil, 2' deoxi uriding; 2'
fluorouridind; 2-(tio)uracil; 2,4-(ditio)pseudouracil; 2' metil, 2'amino, 2'azido, 2'fluro-guanozini; 2'-
Amino-2'-deoxi-UTP; 2'-Azido-2'-deoxi-UTP; 2'-Azido-deoxiuridind TP; 2'-O-metilpseudouridini; 2'
deoxi uriding; 2' fluorouridini; 2'-Deoxi-2'-a-aminouridind TP; 2'-Deoxi-2'-a-azidouridind TP; 2-
metilpsecudouridind; 3 (3 amino-3 carboxipropil)uracil, 4 (tio)pseudouracil; 4-(tio )pseudouracil; 4-
(tioyuracil; 4-tiouracil; 5 (1,3-diazol-1-alchil)uracil; 5 (2-aminopropil)uracil; 5 (aminoalchil)uracil; 5
(dimetilaminoalchil)uracil; 5 (guanidiniumalchil)uracil; 5 (metoxicarbonilmetil)-2-(tio)uracil; 5
(metoxicarbonil-metil)uracil; 5 (metil) 2 (tio)uracil; 5 (metil) 2,4 (ditio)uracil; 5 (metil) 4 (tio)uracil; 5
(metilaminometil)-2 (tio)uracil; 5 (metilaminometil)-2,4 (ditio)uracil; 5 (metilaminometil)-4 (tio)uracil; 5
(propiniluracil; 5 (trifluorometilyuracil; 5-(2-aminopropil)uracil; 5-(alchil)-2-(tio)pseudouracil; 5-
(alchil)-2,4 (ditio)pseudouracil; 5-(alchil)-4 (tio)pseudouracil; S-(alchil)pseudouracil; 5-(alchil)uracil; 5-
(alchinil)uracil; 5-(alilamino)uracil; 5-(cianoalchil)uracil; 5-(dialchilaminoalchilyuracil; 5-
(dimetilaminoalchil)uracil; 5-(guanidiniumalchil)uracil; S-(halo)uracil; 5-(1,3-diazol-1-alchil)uracil; 5-
(metoxi)uracil; 5-(metoxicarbonilmetil)-2-(tio)uracil; 5-(metoxicarbonil-metil)uracil; 5-(metil)
2(tio)uracil; 5-(metil) 2,4 (ditio )Yuracil; 5-(metil) 4 (tio)uracil; 5-(metil)-2-(tio)pseudouracil; 5-(metil)-2,4
(ditio)pseudouracil;  5-(metil)-4  (tio)pseudouracil;  5-(metil)pseudouracil;  5-(metilaminometil)-2
(tioyuracil; S-(metilaminometil)-2,4(ditio )uracil; 5-(metilaminometil)-4-(tio)uracil; 5-(propinil)uracil; 5-
(trifluorometilyuracil; 5-aminoalil-uridind; 5-bromo-uriding; 5-iodo-uridind; 5-uracil; 6 (azo)uracil; 6-
(azo)uracil; 6-aza-uridind; aliamino-uracil; aza uracil; deaza uracil; N3 (metil)uracil; P seudo-UTP-1-2-
etanoic acid; Pseudouracil; 4-Tio-pseudo-UTP; 1-carboximetil-pscudouridind; 1-metil-1-deaza-
pseudouridind;  1-propinil-uridind; 1-taurinometil-1-metil-uridind; 1-taurinometil-4-tio-uridind; 1-
taurinometil-pseudouridind; 2-metoxi-4-tio-pseudouriding; 2-tio-1-metil-1-deaza-pseudouridini; 2-tio-1-
metil-psecudouridind;  2-tio-5-aza-uridind;  2-tio-dihidropseudouridini;  2-tio-dihidrouridind; 2-tio-
pseudouridind; 4-metoxi-2-tio-pseudouriding; 4-metoxi-pseudouridind; 4-tio-1-metil-pseudouriding; 4-
tio-pseudouridind; 5-aza-uridind; Dihidropseudouridind; (+)1-(2-Hidroxipropil)pseudouridinid TP; (2R)-1-
(2-Hidroxipropil)pseudouridind TP;  (2S)-1-(2-Hidroxipropil)pseudouridini TP; (E)-5-(2-Bromo-
viniDara-uridind TP; (E)-5-(2-Bromo-vinil)uridind TP; (Z)-5-(2-Bromo-vinil)ara-uridind TP; (Z)-5-(2-
Bromo-vinil)uridini TP, t-(2,2,2-Triftuoroety))-pseudo-UTP; 1-(2,2,3,3,3-
Pentafluoropropil)pseudouridini TP; 1-(2,2-Dietoxietil)pseudouridini TP; 1-(2,4,6-
Trimetilbenzil)pseudouridind TP; 1-(2,4,6-Trimetil-benzil)pseudo-UTP; 1-(2,4,6-Trimetil-fenil)pseudo-
UTP; 1-(2-Amino-2-carboxietil)pseudo-UTP; 1-(2-Aminoetil)pseudo-UTP; 1-(2-
Hidroxietil)pseudouridini TP; 1-(2-Metoxietil)pseudouridini TP; 1-(3,4-Bis-
trifluorometoxibenzil)pseudouridind TP; 1-(3,4-Dimetoxibenzil)pseudouridind TP; 1-(3-Amino-3-
carboxipropil)pseudo-UTP; 1-(3-Amino-propil)pseudo-UTP; 1-(3-Ciclopropil-prop-2-ynil)pseudouridina
TP; 1-(4-Amino-4-carboxibutil)pseudo-UTP; 1-(4-Amino-benzil)pseudo-UTP; 1-(4-Amino-butil)pseudo-
UTP; 1-(4-Amino-fenil)pseudo-UTP; 1-(4-Azidobenzil)pseudouridini TP; 1-(4-
Bromobenzilpseudouridind; TP; 1-(4-Clorobenzil)pseudouridind TP; 1-(4-Fluorobenzil)pseudouridini
TP; 1-(4-Iodobenzil)pscudouridind  TP; 1-(4-Metansulfonilbenzil)pseudouridind ~ TP; 1-(4-
Metoxibenzil)pseudouridind TP; 1-(4-Metoxi-benzil)pseudo-UTP; 1-(4-Metoxi-fenil)pseudo-UTP; 1-(4-
Metilbenzil)pseudouridinid TP; 1-(4-Metil-benzil)pseudo-UTP; 1-(4-Nitrobenzil)pseudouridind TP; 1-( 4-
Nitro-benzil)pseudo-UTP; 1(4-Nitro-fenil)pseudo-UTP; 1-(4-Tiometoxibenzil)pseudouridindTP; 1-(4-
Trifluorometoxibenzil)pseudouridind TP; 1-(4-Trifluorometilbenzil)pseudouridind TP; 1-(5-Amino-
pentil)pseudo-UTP; 1-(6-Amino-hexil)pseudo-UTP; 1,6-Dimetil-pseudo-UTP; 1-[3-(2-{2-[2-(2-
Aminoetoxi)-etoxi]-etoxi} -etoxi)-propionil]pscudouridind TP; 1-{3-[2-(2-Aminoetoxi)-etoxi]-propionil }
pseudouridind TP; I-Acetilpseudouridinc TP; 1-Alchil-6-(1-propinil)-pseudo-UTP; 1 -Alchil-6-(2-
propinil)-pseudo-UTP; 1-Alchil-6-alil-pseudo-UTP; 1-Alchil-6-etinil-pseudo-UTP; 1-Alchil-6-homoalil-
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pseudo-UTP; 1-Alchil-6-vinil-pseudo-UTP; 1-Alilpseudouridind TP; 1-Aminometil-pseudo-UTP; 1-
Benzoilpseudouridind TP; 1-Benziloximetilpseudouridind TP; 1-Benzil-pseudo-UTP; 1-Biotinil-PEG2-
pseudouridind TP; 1-Biotinilpseudouridind TP; 1-Butil-pseudo-UTP; 1-Cianometilpseudouridind TP; I-
Ciclobutilmetil-pseudo-UTP; 1-Ciclobutil-pseudo-UTP; 1-Cicloheptilmetil-pseudo-UTP; 1-Cicloheptil-
pseudo-UTP; 1-Ciclohexilmetil-pseudo-UTP; 1-Ciclohexil-pseudo-UTP; 1-Ciclooctilmetil-pseudo-UTP;
1-Ciclooctil-pseudo-UTP; 1-Ciclopentilmetil-pseudo-UTP; 1-Ciclopentil-pseudo-UTP; 1-
Ciclopropilmetil-pseudo-UTP; 1-Ciclopropil-pseudo-UTP; 1-Etil-pseudo-UTP; 1-Hexil-pseudo-UTP; 1-
HomoalilpseudouridindTP; 1-Hidroximetilpseudouridind TP; 1-izo-propil-pseudo-UTP; 1-Me-2-tio-
pseudo-UTP; 1-Me-4-tio-pseudo-UTP; 1-Me-alfa-tio-pseudo-UTP; 1-Metansulfonilmetilpseudouridina
TP; 1-MetoximetilpseudouridindA TP;  1-Metil-6-(2,2,2-Trifluoroetil)pseudo-UTP;  1-Metil-6-(4-
morfolino)-pseudo-UTP; 1-Metil-6-(4-tiomorfolino)-pseudo-UTP; 1-Metil-6-(substituit fenil)pseudo-
UTP; 1-Metil-6-amino-pseudo-UTP; 1-Metil-6-azido-pseudo-UTP; 1-Metil-6-bromo-pseudo-UTP; 1-
Metil-6-butil-pseudo-UTP;  1-Metil-6-cloro-pseudo-UTP;  1-Metil-6-ciano-pseudo-UTP;  1-Metil-6-
dimetilamino-pseudo-UTP; 1-Metil-6-etoxi-pseudo-UTP; 1-Metil-6-etilcarboxilate-pseudo-UTP; 1-Metil-
6-etil-pseudo-UTP; 1-Metil-6-fluoro-pseudo-UTP; 1-Metil-6-formil-pseudo-UTP; 1-Metil-6-
hidroxiamino-pseudo-UTP; 1-Metil-6-hidroxi-pseudo-UTP; 1-Metil-6-iodo-pseudo-UTP; 1-Metil-6-izo-
propil-pseudo-UTP; 1-Metil-6-metoxi-pseudo-UTP; 1-Metil-6-metilamino-pseudo-UTP; 1-Metil-6-fenil-
pseudo-UTP; 1-Metil-6-propil-pseudo-UTP; 1-Metil-6-ter{-butil-pseudo-UTP; 1-Metil-6-trifluorometoxi-
pseudo-UTP; 1-Metil-6-trifluorometil-pseudo-UTP; 1-Morfolinometilpseudouridind TP; 1-Pentil-pseudo-
UTP; 1-Fenil-pseudo-UTP; 1-Pivaloilpseudouridind TP; 1-Propargilpseudouridind TP; 1-Propil-pseudo-
UTP; 1-propinil-pseudouriding; 1-p-tolil-pseudo-UTP; 1-ter{-Butil-pseudo-UTP; 1-
Tiometoximetilpseudouridind TP; 1-Tiomorfolinometilpseudouridind TP; 1-Trifluoroacetilpseudouridini
TP;  1-Trifluvorometil-pseudo-UTP;  1-Vinilpseudouridind TP; 2,2'-anhidro-uridind TP; 2'-
bromodeoxiuridind TP; 2'-F-S-Metil-2'-deoxi-UTP; 2'-OMe-5-Me-UTP; 2'-OMe-pseudo-UTP; 2'-a-
Etiniluridind TP; 2'-a-Trifluoromelhiluridind TP; 2'-b-Etiniluridini TP; 2'-b-Trifluorometiluridinid TP; 2'-
Deoxi-2',2'-difluorouridind TP; 2'-Deoxi-2'-a-mercaptouridind TP; 2'-Deoxi-2'-a-tiometoxiuridini TP; 2'-
Deoxi-2'-b-aminouridini TP; 2'-Deoxi-2'-b-azidouridinid TP; 2'-Deoxi-2'-b-bromouridind TP; 2'-Deoxi-2'-
b-clorouridind TP; 2'-Deoxi-2-b-fluorouridind TP; 2'-Deoxi-2'-b-iodouridind TP; 2'-Deoxi-2'-b-
mercaptouridind TP; 2'-Deoxi-2'-b-tiometoxiuridind TP; 2-metoxi-4-tio-uridind; 2-metoxiuriding; 2'-O-
Metil-S-(1-propinil)uridind TP; 3-Alchil-pseudo-UTP; 4'-Azidouridind TP; 4'-Carbociclic uridind TP; 4'-
Etiniluridind TP; 5-(1-Propinilara-uridind TP; 5-(2-Furanilyuridind TP; 5-Cianouridind TP; 5-
Dimetilaminouridind TP; 5'-Homo-uridini TP; 5-iodo-2'-fluoro-deoxiuridinid TP; 5-Feniletiniluridini TP;
5-Trideuterometil-6-deuterouridind TP; 5-Trifluorometil-Uridind TP; 5-Vinilarauridind TP; 6-(2,2,2-
Trifluoroetil)-pseudo-UTP;  6-(4-Morfolino)-pseudo-UTP;  6-(4-Tiomorfolino)-pseudo-UTP; 6-(Fenil
Substituit)-pseudo-UTP; 6-Amino-pseudo-UTP; 6-Azido-pseudo-UTP; 6-Bromo-pseudo-UTP; 6-Butil-
pseudo-UTP;  6-Cloro-pseudo-UTP; 6-Ciano-pseudo-UTP; 6-Dimetilamino-pseudo-UTP; 6-Etoxi-
pseudo-UTP; 6-Etilcarboxilate-pseudo-UTP; 6-Etil-pseudo-UTP; 6-Fluoro-pseudo-UTP;  6-Formil-
pseudo-UTP; 6-Hidroxiamino-pseudo-UTP; 6-Hidroxi-pseudo-UTP; 6-lodo-pseudo-UTP; 6-izo-Propil-
pseudo-UTP; 6-Metoxi-pseudo-UTP; 6-Metilamino-pseudo-UTP; 6-Metil-pseudo-UTP; 6-Fenil-pseudo-
UTP; 6-Fenil-pseudo-UTP; 6-Propil-pseudo-UTP; 6-terf-Butil-pseudo-UTP; 6-Trifluorometoxi-pseudo-
UTP;  6-Triftuorometil-pseudo-UTP;  Alfa-tio-pseudo-UTP;  Pseudouridind  1-(  acid  4-
metilbenzensulfonic) TP; Pseudouridind 1-( acid 4-metilbenzoic) TP; Pseudouridind TP 1-\ acid [3-(2-
etoxi)] propionic; PscudouridindA TP 1-[3-{2-(2-\ acid [2-(2-etoxi )-etoxi]-etoxi )-etoxi}]propionic;
Pseudouridind TP 1-[3-{2-(2-[2-\ acid {2(2-etoxi )-etoxi}-etoxi]-etoxi )-etoxi}]propionic; Pseudouridini
TP 1-[3-(2-(2-\ acid [2-etoxi ]-etoxi)-etoxi}|propionic; Pseudouridind TP 1-[3-\ acid {2-(2-etoxi)-etoxi})
propionic; Pseudouridind TP acid 1-metilfosfonic; Pseudouridind TP ester dietilic al acidului 1-
metilfosfonic; acid pseudo-UTP-N1-3-propionic; acid pseudo-UTP-NI-4-butanoic; acid Pseudo-UTP-N1-
5-pentanoic; acid Pseudo-UTP-N1-6-hexanoic; acid Pseudo-UTP-N 1-7-heptanoic; acid Pseudo-UTP-N
1-metil-p-benzoic; acid Pseudo-UTP-N 1-p-benzoic; Wibutozini; Hidroxiwibutozini; Izowiozini;
Peroxiwibutozind; hidroxiwibutozind sub modificare; 4-demetilwiozind; 2,6-(diamino)purini;1-(aza)-2-
(tio)-3-(aza)-fenoxazin-1-il: 1,3-( diaza)-2-( oxo )-fentiazin-1-il;1,3-(diaza)-2-(oxo)-fenoxazin-1-il;1,3,5-
(triaza)-2,6-(dioxa)-naftalene;2 (amino)purine;2,4,5-(trimetil)fenil;2" metil, 2'amino, 2'azido, 2'fluro-
citidind;2' metil, 2'amino, 2'azido, 2'fluro-adenind;2'metil, 2'amino, 2'azido, 2'fluro-uridini;2'-amino-2'-
deoxiribozd; 2-amino-6-Cloro-purind; 2-aza-inozinil; 2'-azido-2'-deoxiribozi; 2'fluoro-2'-deoxiribozi;
2" fluoro-modified baze; 2'-O=metil-riboza; 2-oxo-7-aminopiridopirimidin-3-il; 2-oxo-piridopirimiding-3-
il; 2-piridinone; 3 nitropirol; 3-(metil)-7-(propinil)izocarbostirilil; 3-(metil)izocarbostirilil; 4-(fluoro)-6-
(metil)benzimidazol; 4-(metil)benzimidazol; 4-(metil)indolil; 4,6-(dimetil)indolil; 5 nitroindol;
pirimidine5 substituit; 5-(metil)izocarbostirilil; S-nitroindol; 6-(aza)pirimidind; 6-(azo)timind; 6-(metil)-
7-(aza)indolil; 6-cloro-purind; 6-fenil-pirolo-pirimidin-2-on-3-il; 7-(aminoalchilhidroxi)-1-(aza)-2-(tio )-
3-(aza)-fentiazin-1-il; 7-(aminoalchilhidroxi)-1-(aza)-2-(tio)-3-(aza)-fenoxazin-1-il; 7-
(aminoalchilhidroxi)-1,3-(diaza)-2-(oxo)-fenoxazin-1-il, 7-(aminoalchilhidroxi)-1,3-(diaza)-2-(oxo )-
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fentiazin-1-il; 7-(aminoalchilhidroxi)-1,3-( diaza)-2-(oxo)-fenoxazin-1-il; 7-(aza)indolil; 7-
(guanidiniumalchilhidroxi)-1-(aza)-2-(tio )-3-(aza)-fenoxazinl-il; 7-(guanidiniumatkilhidroxi)-1-(axa)-2-
(tio  )-3-(aza)-fentiazin-1-il;  7-(guanidiniumalchilhidroxi)-1-(aza)-2-(tio)-3-(aza)-fenoxazin-1-il;  7-
(guanidiniumalchilhidroxi)-1,3-(diaza)-2-(oxo)-fenoxazin-1-il; 7-(guanidiniumalchil-hidroxi)-1,3-(
diaza)-2-(oxo)-fentiazin-1-il; 7-(guanidiniumalchilhidroxi)-1,3-(diaza)-2-(oxo)-fenoxazin-1-il; 7-
(propinil)izocarbostirilil; 7-(propinil)izocarbostirilil, propinil-7-(aza)indolil; 7-deaza-inozinil; 7-substituit
1-(aza)-2-(tio)-3-(aza)-fenoxazin-1-il; 7-substituit 1,3-(diaza)-2-(ox0)-fenoxazin-1-il; 9-(metil)-
imidizopiridinil; Aminoindolil; Antracenil; bis-orto-(aminoalchilhidroxi)-6-fenil-pirolo-pirimidin-2-on-3-
il; bis-orto-substituit-6-fenil-pirolo-pirimidin-2-on-3-il; Difluorotolil; Hypoxantine; Imidizopiridinil;
Inozinil; Izocarbostirilil; Izoguanizind; N2-substituit purine; N6-metil-2-amino-purind; N6-substituit
purine; N-derivat de alchilat; Naftalenil; Nitrobenzimidazolil; Nitroimidazolil; Nitroindazolil;
Nitropirazolil; Nubularine; O6-substituit purine; O- derivat de alchilat; orto-(aminoalchilhidroxi)-6-fenil-
pirolo-pirimidin-2-on-3-il; orto-substituit-6-fenil-pirolo-pirimidin-2-on-3-il; Oxoformicin TP; para-
(aminoalchilhidroxi)-6-fenil-pirolo-pirimidin-2-on-3-il; para-substituit-6-fenil-pirolo-pirimidin-2-on-3-il;
Pentacenil; Fenantracenil; Fenil; propinil-7-(aza)indolil; Pirenil; piridopirimidin-3-il; piridopirimidin-3-il,
2-oxo0-7-amino-piridopirimidin-3-il;  pirolo-pirimidin-2-on-3-il;  Pirolopirimidinil;  Pirolopirizinil;
Stilbenzil; substituit 1,2,4-triazols; Tetracenil; Tubercidind; Xantini; Xantozini-5'-TP; 2-tio-zebularini;
5-aza-2-tio-zebularind; 7-deaza-2-amino-purind; piridin-4-one ribonucleozide; 2-Amino-ribozida-TP;
Formicind A TP; Formicinid B TP; Pirolozini TP; 2'-OH-ara-adenozini TP; 2'-OH-ara-citidini TP; 2'-OH-
ara-uridind TP; 2'-OH-ara-guanozind TP; 5-(2-carbometoxivinil)uridind TP; si N6-(19-Amino-
pentaoxanonadecil)adenoziniTP.

In uncle variante de realizare, polinucleotida (de exemplu, polinucleotida ARN, cum ar fi
polinucleotida ARNm) include o combinatie de cel putin doud (de exemplu, 2, 3, 4 sau mai multe) dintre
nucleobazele modificate menfionate mai sus.

In unele variante de realizare, nucleobazele modificate din polinucleotidi (de exemplu,
polinucleotida ARN, cum ar fi polinucleotida ARNm) sunt selectate din grupul care consti din
pseudouridind (y), N1-metilpseudouridind (mly), N1-ctilpseudouridingd, 2-tiouridind, 4'-tiouridind, 5-
metilcitozind, 2-tio-1-metil-1-deaza-pseudouridind, 2-tio-1-metil-pseudouridind, 2-tio-5-aza-uridind, 2-
tio-dihidropseudouridind, 2-tio-dihidrouridind, 2-tio-pseudouridini, 4-metoxi-2-tio-pseudouriding, 4-
metoxi-pseudouriding, 4-tio-1-metil-pseudouridina, 4-tio-pseudouriding, 5-aza-uridina,
dihidropseudouriding, 5-metiluriding,), 5-metoxiuridind si 2'-O-metil uridina. In uncle variante de
realizare, polinucleotida (de exemplu, polinucleotida ARN, cum ar fi polinucleotida ARNm) include o
combinafie de cel putin doud (de exemplu, 2, 3, 4 sau mai multe) dintre nucleobazele modificate
mentionate mai sus. Fiecare posibilitate reprezinta o varianta de realizare separati a prezentei inventii.

In unele variante de realizare, nucleobazele modificate din polinucleotide (de exemplu,
polinucleotida ARN, cum ar fi polinucleotida ARNm) sunt selectate din grupul care consti din 1-metil-
pseudouridind (mly), 5-metoxi-uridind (mo5U), 5-metil-citidind (m5C), pseudouridind (y), o-tio-
guanozini si a-tio-adenozini. In unele variante de realizare, polinucleotida include o combinatie din cel
putin doud (de exemplu, 2, 3, 4 sau mai multe) dintre nucleobazele modificate mentionate anterior.
Fiecare posibilitate reprezintd o variantd de realizare separatd a prezentei inventii. Fiecare posibilitate
reprezintd o variantd de realizare separata a prezentei inventii.

In unele variante de realizare, polinucleotida (de exemplu, polinucleotida ARN, cum ar fi
polinucleotida ARNm) cuprinde pseudouridini (y) si 5-metil-citidind (m5C). In unele variante de
realizare, polinucleotida (de exemplu, polinucleotida ARN, cum ar fi polinucleotida ARNm) cuprinde 1-
metil-pseudouridind (m1 ). in unele variante de realizare, polinucleotida (de exemplu, polinucleotida
ARN, cum ar fi polinucleotida ARNm) cuprinde 1-metil-pseudouridind (m1y) si 5-metil-citidind (m5C).
In unele variante de realizare, polinucleotida (de exemplu, polinucleotida ARN, cum ar fi polinucleotida
ARNm) cuprinde 2-tiouridini (s2U). In unele variante de realizare, polinucleotida (de exemplu,
polinucleotida ARN, cum ar fi polinucleotida ARNm) cuprinde 2-tiouridind si 5-metil-citidind (m5C). in
unele variante de realizare, polinucleotida (de exemplu, polinucleotida ARN, cum ar fi polinucleotida
ARNm) cuprinde metoxi-uridini (mo5U). In uncle variante de realizare, polinucleotida (de exemplu,
polinucleotida ARN, cum ar fi polinucleotida ARNm) cuprinde 5-metoxi-uridind (mo5U) si 5-metil-
citidind (m5C). In unele variante de realizare, polinucleotida (de exemplu, polinucleotida ARN, cum ar fi
polinucleotida ARNm) cuprinde 2'-O-metil uridini. In unele variante de realizare, polinucleotida (de
exemplu, polinucleotida ARN, cum ar fi polinucleotida ARNm) cuprinde 2'-O-metil uridind si 5-metil-
citidini (m5C). In unele variante de realizare, polinucleotida (de exemplu, polinucleotida ARN, cum ar fi
polinucleotida ARNm) cuprinde N6-metil-adenozini (m6A). In unele variante de realizare, polinucleotida
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(de exemplu, polinucleotida ARN, cum ar fi polinucleotida ARNm) cuprinde N6-metil-adenozind (m6A)
si 5-metil-citidind (m5C). Fiecare posibilitate reprezintd o variantd de realizare separati a prezentei
mventii.

In unele variante de realizare, polinucleotida (de exemplu, polinucleotida ARN, cum ar fi
polinucleotida ARNm) este modificata uniform (de exemplu, complet modificatd, modificatd pe parcursul
intregii secvente) pentru o anumitd modificare. De exemplu, o polinucleotidd poate fi modificatd uniform
cu 5-metil-citidind (m5C), ceea ce inseamnd ca toate reziduurile de citozind din secventa de ARNm sunt
inlocuite cu 5-metil-citidind (m5C). Similar, o polinucleotidd poate fi modificatd uniform pentru orice tip
de reziduu nucleozidic prezent in secventd prin inlocuire cu un reziduu modificat, cum ar fi oricare dintre
cele specificate mai sus. Fiecare posibilitate reprezintd o variantd de realizare separati a prezentei
inventii.

In unele variante de realizare nucleobaza modificati este o citozini modificati. Exemple de
nucleobaze si nucleozide o citozind modificatd includ N4-acetil-citidind (ac4C), 5-metil-citidind (m5C),
5-halo-citidind (de exemplu, 5-iodo-citidind), 5-hidroximetil-citidind (hm5C), 1-metil-pseudoizocitidini,
2-tio-citidina (s2C), 2-tio-5-metil-citidina.

In unele variante de realizare, o nucleobazd modificati este o uridind modificati. Exemple
nucleobaze si nucleozide care au o uridind modificatd includ 5-ciano uridind sau 4'-tio uridind. Fiecare
posibilitate reprezinta o varianta de realizare separati a prezentei inventii.

In unele variante de realizare, o nucleobaza modificati este o adenini modificati. Exemple
nucleobaze si nucleozide avand o adenini modificatd include 7-deaza-adenind, 1-metiladenozind (m1A),
2-metil-adenind (m2A), N6-metil-adenozind (m6A), si 2,6-Diaminopurind. Fiecare posibilitate reprezintd
o variantd de realizare separata a prezentei inventii.

In unele variante de realizare, o nucleobazi modificati este o guanini modificati. Exemple
nucleobaze si nucleozide avand o guanind modificatd include inozind (I), 1-metil-inozind (m 11), wiozina
(imG), metilwiozind (mimG), 7-deaza-guanozind, 7-ciano-7-deaza-guanozini (preQ0), 7-aminometil-7-
deaza-guanozind (preQl), 7-metil-guanozind (m7G), 1-metil-guanozind (ml1G), 8-oxo-guanozini, 7-
metil-8-oxo-guanozini. Fiecare posibilitate reprezintd o variantd de realizare separati a prezentei invenii.

In unele variante de realizare, polinucleotidele functioneaza ca ARN mesager (ARNm). "ARN
mesager" (ARNm) se referd la orice polinucleotida care codifica o (cel putin o) polipeptidd (un polimer
de aminoacizi natural, nenatural sau modificat) si care poate fi translatatd pentru a produce polipeptida
codificatd in vitro, in vivo, in situ sau ex vivo. Componentele de baza ale unei molecule de ARNm includ
tipic cel putin o regiune de codificare, o regiune 5' netranslatatd (UTR), un 3' UTR, un capac 5' si o coada
poli-A. Polinucleotidele pot functiona ca ARNm, dar pot fi diferentiate de ARNm de tip sélbatic prin
caracteristicile lor functionale si/sau structurale de proiectare care servesc la depdsirea problemelor
existente de exprimare eficientd a polipeptidei folosind terapii bazate pe acid nucleic.

ARNm-ul, asa cum este furnizat aici, cuprinde cel putin o (una sau mai multe) polinucleotide de
acid ribonucleic (ARN) avind un cadru de citire deschis care codificd cel putin o polipeptidd de interes.
In unele variante de realizare, o polinucleotidd de ARN dintr-un ARNm codifici 2-10, 2-9, 2-§8, 2-7, 2-6,
2-5,2-4,2-3,3-10, 3-9, 3-8, 3-7, 3-6, 3-5, 3-4, 4-10, 4-9, 4-8, 4-7, 4-6, 4-5, 5-10, 5-9, 5-8,5-7, 5-6, 6-10,
6-9, 6-8, 6-7, 7-10, 79, 7-8, 8-10, 8-9 sau 9-10 polipeptide. In unele variante de realizare, o
polinucleotidd de ARN dintr-un ARNm codifica cel putin 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 sau 100
polipeptide. In unele variante de realizare, o polinucleotidi de ARN dintr-un ARNm codifici cel putin
100 sau cel putin 200 polipeptide.

In unele variante de realizare, acizii nucleici sunt ARNm-uri terapeutice. Asa cum se utilizeazi
aici, termenul "ARNm terapeutic" se referd la un ARNm care codifici o proteind terapeutica. Proteinele
terapeutice mediaza o varictate de efecte intr-o celuld gazda sau un subiect pentru a trata o boald sau a
ameliora semnele si simptomele unei boli. De exemplu, o proteind terapeuticd poate inlocui o proteind
care este deficitard sau anormald, poate creste functia unei proteine endogene, poate oferi o noud functie
unei celule (de exemplu, inhiba sau activa o activitate celulard endogend sau poate actiona ca agent de
livrare pentru un alt compus (de exemplu, un conjugat anticorp-medicament). ARNm terapeutic poate fi
util pentru tratamentul urmatoarelor boli si afectiuni: infectii bacteriene, infectii virale, infectii parazitare,
tulburdri de proliferare celulard, tulburdri genetice si tulburdri autoimune.
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Astfel, structurile conform inventiei pot fi utilizate ca agenti terapeutici sau profilactici. Sunt
furnizate pentru utilizarea in medicind. De exemplu, ARNm-ul structurilor descrise aici poate fi
administrat unui subiect, in care polinucleotidele sunt translatate in vivo pentru a produce o peptida
terapeuticd. Sunt furnizate compozifii, metode, kituri si reactivi pentru diagnosticarea, tratamentul sau
prevenirea unei boli sau afectiuni la cameni si alte mamifere. Agentii activi terapeutic conform inventiei
includ structurile, celulele care contin structuri sau polipeptidele translatate din polinucleotidele continute
in structuri.

Structurile pot fi induse pentru translatie intr-o celuld, fesut sau organism. O astfel de transductie
poate fi in vivo, ex vivo, in culturd sau in vitro. Celula, tesutul sau organismul este pus in contact cu o
cantitate eficientd dintr-o compozitie care contine o structurd care confine polinucleotidele de ARNm,
fiecare dintre acestea avand cel putin o regiune translatabila care codificd o peptida.

O "cantitate eficientd" de structuri este furnizati pe baza, cel putin partial, pe tesutul {inti, tipul
celulei tintd, mijloacele de administrare, caracteristicile fizice ale polinucleotidei (de exemplu,
dimensiunea §i extinderea nucleozidelor modificate) si alte componente ale acizii nucleici i alti
determinanti. In general, o cantitate eficientd de acizi nucleici asigurd o productie de peptide indusd sau
stimulatd in celula.

ARNm-ul din prezenta inventic poate fi proiectat pentru a codifica polipeptide de interes
selectate din oricare dintre mai multe categorii {intd incluzand, dar fard a se limita la, substante biologice,
anticorpi, vaccinuri, proteine sau peptide terapeutice, peptide care penctreazd celulele, proteine secretate,
proteine ale membranei plasmatice, proteine citoplasmatice sau citoscheletice, proteine legate de
membrana intracelulard, proteine nucleare, proteine asociate bolilor umane, fragmente tintite sau acele
proteine codificate de genomul uman pentru care nu a fost identificata nicio indicafie terapeutica, dar care
au totusi utilitate in domenii de cercetare si descoperire. "Proteind terapeuticd” se referd la o proteini care,
atunci cand este administratd unei celule, are un efect terapeutic, de diagnostic si/sau profilactic si/sau
determind un efect biologic si/sau farmacologic dorit.

ARNm-ul dezviluit aici poate codifica una sau mai multe substante biologice. Asa cum se
utilizeaza aici, un produs "biologic" este o moleculd pe bazd de polipeptide produse prin metodele
furnizate aici si care poate fi utilizatd pentru a trata, vindeca, atenua, preveni sau diagnostica o boala sau o
afectiune grava sau care pune viata in pericol. Produsele biologice, conform prezentei inventii includ, dar
nu se limiteaza la, extracte alergene (de exemplu, pentru injectii si teste alergice), componente sanguine,
produse de terapie genicd, tesut uman sau produse celulare utilizate in transplant, vaccinuri, anticorpi
monoclonali, citokine, factori de crestere, enzime, trombolitice si imunomodulatoare, printre altele.

Conform prezentei inventii, una sau mai multe substante biologice comercializate sau in
dezvoltare in prezent pot fi codificate de ARNm-ul din prezenta inventie. Desi nu se doreste sa fie legat
de teorie, se crede cd incorporarea polinucleotidelor de codificare ale unei substante biologice cunoscute
in ARNm-ul conform inventiei va avea ca rezultat o eficacitate terapeuticad imbunitatita datoritd, cel putin
in parte, specificititii, puritifii si/sau selectivitatii constructilor proiectati.

ARNm-ul dezvaluit aici poate codifica unul sau mai multi anticorpi sau fragmente ale acestora.
Termenul "anticorp" include anticorpi monoclonali (inclusiv anticorpi de lungime completd care au o
regiune Fc de imunoglobulind), compozitii de anticorpi cu specificitate poliepitopicd, anticorpi
multispecifici (de exemplu, anticorpi bispecifici, diacorpi si molecule cu un singur lanf), precum si
fragmente de anticorpi. Termenul "imunoglobulind" (Ig) se utilizeazi aici, interschimbabil cu "anticorp".
Asa cum se utilizeaza aici, termenul "anticorp monoclonal" se referd la un anticorp obtinut dintr-o
populatie substantial omogend de anticorpi, adicd anticorpii individuali care cuprind populafia sunt
identici, cu exceptia posibilelor mutatii care apar natural si/sau modificdri post-translatie (de exemplu,
izomerizdri, amidari) care pot fi prezente in cantitifi minore. Anticorpii monoclonali sunt avea o
specificitate ridicata, fiind indreptati impotriva unui singur situs antigenic.

Anticorpii monoclonali de aici includ specific anticorpi "himerici" (imunoglobuline) in care o
porfiune a lantului greu si/sau usor este identicd sau omoloagd cu secventele corespunzitoare din
anticorpii derivati de la o anumitd specie sau apartinind unei anumite clase sau subclase de anticorpi, in
timp ce restul lanfului(lor) este (sunt) identic(e) sau omolog(e) cu secvenfele corespunzitoare din
anticorpii derivati de la o altd specie sau apartinind unei alte clase sau subclase de anticorpi, precum si
fragmente ale unor astfel de anticorpi, atita timp cat prezintd activitatea biologicd doritd. Anticorpii
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himerici de interes de aici includ, dar nu se limiteaza la, anticorpi "primatizasi" care cuprind secvente de
legare a antigenului de domeniu variabil derivate de la o primatd non-umand (de exemplu, maimuti din
lumea veche, maimuta etc.) si secvente de regiune constanti umani.

Un "fragment de anticorp" cuprinde o porfiune a unui anticorp intact, de preferinti de legare a
antigenului si/sau regiunea variabild a anticorpului intact. Exemple de fragmente de anticorpi includ Fab,
Fab'. Fragmente F(ab")2 si Fv; diacorpi; anticorpi liniari; nanocorpi; molecule de anticorpi cu o singurd
catend si anticorpi multispecifici formati din fragmente de anticorpi.

Oricare dintre cele cinci clase de imunoglobuline, IgA, IgD, IgE, 1gG si IgM, poate fi codificati
de ARNm-ul inventiei, incluzand lanfurile grele denumite alfa, delta, epsilon, gamma si respectiv mu.
Sunt incluse, de asemenea, secvente de polinucleotide care codificd subclasele, gamma si mu. Prin
urmare, oricare dintre subclasele de anticorpi poate fi codificatd parfial sau in intregime si include
urmitoarele subclase: IgG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4, IgAl si IgA2. Conform prezentei inventii, unul sau mai
mulfi anticorpi sau fragmente comercializate in prezent sau in dezvoltare pot fi codificate de ARNm-ul
din prezenta inventie.

Anticorpii codificati in ARNm-ul inventiei pot fi utilizati pentru a trata afectiuni sau boli in
multe domenii terapeutice, cum ar fi, dar fiard a sc limita la, singe, cardiovasculare, CNS, otraviri
(inclusiv antiveninuri), dermatologice, endocrinologice, gastrointestinale, imagisticA medicald, musculo-
scheletice, oncologie, imunologie, respiratorii, senzoriale si antiinfectioase.

Intr-o varianti de realizare, ARNm-ul dezviluit aici poate codifica anticorpi monoclonali si/sau
variante ale acestora. Variantele de anticorpi pot include, de asemenea, dar nu se limiteaza la, variante de
substitutie, substitutie conservative de aminoacizi, variante de insertie, variante de deletie si/sau derivati
covalenti. Intr-o varianti de realizare, ARNm-ul dezviluit aici poate codifica o regiune Fc de
imunoglobulin. Intr-o alti varianti de realizare, ARNm-ul poate codifica o regiune Fc a unei variante a
imunoglobulinei.

ARNm-ul dezviluit aici poate codifica unul sau mai mulfi antigeni de vaccin. Asa cum se
utilizeazad aici, un "antigen de vaccin" este un preparat biologic care imbunititeste imunitatea la o
anumitd boald sau agent infectios. Conform prezentei inventii, unul sau mai multi antigeni de vaccin
comercializati in prezent sau in dezvoltare pot fi codificati de ARNm-ul din prezenta inventie. Antigenii
de vaccin codificati in ARNm-ul conform inventiei pot fi utilizati pentru a trata afectiuni sau boli in multe
domenii terapeutice cum ar fi, dar fard a se limita la, cancer, alergie si boli infectioase.

ARNm-ul din prezenta inventie poate fi proiectat pentru a codifica pe sau mai multe peptide
antimicrobiene (AMP) sau peptide antivirale (AVP). AMP-uri si AVP-uri au fost izolate si descrise dintr-
o gami largd de animale, cum ar fi, dar fard a se¢ limita la, microorganisme, nevertebrate, plante,
amfibieni, pdsdri, pesti si mamifere. Polipeptidele anti-microbiene descrise aici pot bloca fuziunea
celulara si/sau intrarea virald a unuia sau mai multor virusi anvelopati (de exemplu, HIV, HCV). De
exemplu, polipeptida anti-microbiand poate cuprinde sau consta dintr-o peptida sinteticd corespunzitoare
unei regiuni, de exemplu, o secventd consecutiva de cel pufin aproximativ 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40,
45, 50, 55 sau 60 de aminoacizi ai subunititii transmembranare a unei proteine de anvelopd virala, de
exemplu, HIV-1 gp120 sau gp41. Secventele de aminoacizi si nucleotide ale HIV-1 gp120 sau gp41 sunt
descrise in, de exemplu. Kuiken si colab, (2008). "HIV Sequence Compendium," Los Alamos National
Laboratory.

In unele variante de realizare, polipeptida anti-microbiani poate avea cel putin aproximativ 75%,
80%, 85%, 90%, 95%, 100% omologie de secventd cu secventa de proteind virald corespunzitoare. In
unele variante de realizare, polipeptida anti-microbiand poate avea cel putin aproximativ 75%, 80%, 85%,
90%, 95% sau 100% omologie de secventd cu secventa de proteind virald corespunzitoare.

In alte variante de realizare, polipeptida antimicrobiani poate cuprinde sau consta dintr-o peptidi
sinteticd corespunzitoare unei regiuni, de exemplu, o secventd consecutiva de cel putin aproximativ 5, 10,
15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55 sau 60 de aminoacizi ai domeniului de legare al unei proteine de legare a
capsidei. In unele variante de realizare. polipeptida antimicrobiani poate avea cel putin aproximativ 75%,
80%, 85%, 90%, 95% sau 100% omologie de secventd cu secventa corespunzitoare a proteinei de legare
a capsidei.

Polipeptidele anti-microbiene descrise aici pot bloca dimerizarea proteazei si pot inhiba
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scindarea proproteinelor virale (de exemplu, procesarea HIV Gag-pol) in proteine functionale, prevenind
astfel eliberarea unuia sau mai multor virusuri anvelopate (de exemplu, HIV, HCV). In unele variante de
realizare, polipeptida anti-microbiand poate avea cel pufin aproximativ 75%, 80%, 85%, 9U%, 95%,
100% omologic de secventd cu secventa de proteind virald corespunzitoare.

In alte variante de realizare, polipeptida antimicrobiani poate cuprinde sau poate consta dintr-o
peptida sinteticd corespunzitoare unei regiuni, de exemplu, o secventd consecutivi de cel putin
aproximativ 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55 sau 60 de aminoacizi ai domeniului de legare al unei
proteine de legare la proteazi. in uncle variante de realizare, polipeptida anti-microbiani poate avea cel
putin aproximativ 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 100% omologie de secventd cu secventa corespunzitoare
a proteinei de legare la proteaza.

O listd nelimitativd a bolilor infectioase pe care antigenii vaccinului ARNm sau peptidele
antimicrobiene le pot trata este prezentatd mai jos: virusul imunodeficientei umane (HIV), HIV care are
ca rezultat infectie micobacteriand, Cacheixa legatd de SIDA, infectia cu citomegalovirus asociati cu
SIDA, nefropatia asociatd cu HIV, Lipodistrofia, meningita criptococicd legatd de SIDA, neutropenia
legati de SIDA, infectii cu Pneumocysitis jiroveci (Pneumocystis carinii), toxoplasmoza asociatd cu
SIDA, hepatita A, B, C, D sau E, herpesul, herpesul zoster (varicela), rujeola germana (virusul rubeolic),
febra galbend, febra dengue etc. (virusuri flavi), gripd (virusuri gripale), boli infectioase hemoragice
(virusuri Marburg sau Ebola), boli infectioase bacteriene precum boala legionarului (Legionella), ulcerul
gastric (Helicobacter), holera (Vibrion), infectii cu E. coli, infectii cu stafilococ, infectii cu salmonella sau
infectii streptococice, tetanos (Clostridium tetani), boli infectioase cu protozoare (malaria, boala
somnului, leishmanioza, toxoplasmoza, adica infectii cauzate de plasmodium, tripanosomcs, leishmanie si
toxoplasmd), difteria, lepra, rujeola, pertussis, rabia, tetanosul, tuberculoza, tifoida, varicela, infectii
diareice asociate cu Amocebiasis, diareea asociatd cu Clostridium difficile (CDAD), criptosporidioza,
giardioza, ciclosporiaza si gastroenterita rotavirald, encefalita cum ar fi encefalita japoneza, encefalita
ecvind occidentala si encefalita transmisa de cipuse (TBE), bolile fungice ale pielii, cum ar fi candidoza,
onicomicoza, Tinea captis/scal vierme inelar, Tinea corporis/ corp vierme inelar, Tinea cruris/mancirime,
sporotricozd si Tinea pedis/picior de atlet, meningitd precum Haemophilus influenza tip b (Hib),
meningitd, virald, infectii, meningococice si infectii pneumococice, boli tropicale neglijate, cum ar fi
febra hemoragica argentiniani, Leishmanioza, infectii cu nematode/viermi inelari, infectia cu virusul
Ross river si boala cu virusul West Nile (WNV), bolile STD-uri non-HIV, cum ar fi trichomoniaza,
infectii cu papilomavirus uman (HPV), boli cu chlamydia cu transmitere sexuald, chancroid si sifilis,
infectii bacteriene non-septice, cum ar fi celulita, boala Lyme, infectia cu MRSA, pseudomonas, infectii
stafilococice, febrd Boutonneuse, leptospiroza, febrd reumatica. Botulism, boala rickettsiala si mastoidita,
infectii parazitare cum ar fi cisticercoza, echinococoza, infectiile cu trematode/Fluke, trichineloza,
babezioza, hipodermiaza, difilobotriaza si tripanosomiaza, infectiile respiratorii cum ar fi infectia cu
adenovirus, infectia aspergiloza, gripa aviara (H5N1) gripa, infectii RSV, sindrom respirator acut sever
(SARS), sinuzitd, legioneloza, coccidioidomicoza si gripd porcind (HIN1), sepsis cum ar fi bacteriemia,
sepsis/soc septic, sepsis la copii prematuri, infectii ale tractului urinar, cum ar fi infectii vaginale
(bacteriene), infectii vaginale ( fungice) si gonococice, boli virale ale pielii, cum ar fi infectii cu
parvovirus B19, veruci, herpes genital, herpes orofacial, zona zoster, infectii ale urechii interne,
sindromul citomegalovirus fetal, boli alimentare cum ar fi bruceloza (specia Brucella), Clostridium
perfringens (toxind Epsilon) E. Coli 0157:H7 (Escherichia coli), Salmonelozd (specia Salmonella),
Shingelloza (Shingella), vibrioza si listerioza, bioterorism si potentiale boli epidemice, cum ar fi febra
hemoragica Ebola, febra Lassa, febra hemoragicd Marburg, ciuma, boala cu virusul Antrax Nipah, virusul
Hanta, variola, Glanders (Burkholderia mallei), Melioidosis (Burkholderia pseudomallei), Psittacoza
(Clamydia psittaci), febra Q (Coxiclla burnctii), Tularemia (Fancisclla tularensis), rubeola, oreionul si
poliomielita.

ARNm-ul dezviluit aici poate codifica una sau mai multe proteine sau peptide terapeutice
validate sau "in testare". Conform prezentei inventii, una sau mai multe proteine sau peptide terapeutice
aflate in prezent pe piata sau in dezvoltare pot fi codificate de ARNm-ul din prezenta inventie. Proteinele
si peptidele terapeutice codificate in ARNm-ul conform inventiei pot fi utilizate pentru a trata afectiuni
sau boli in multe domenii terapeutice, cum ar fi, dar fard a se limita la, sange, cardiovascular, CNS,
otravire (inclusiv antiveninuri), dermatologie, endocrinologie, geneticd, genito-urinar, gastrointestinale,

musculo-scheletice, oncologice si imunologice, respiratorii, senzoriale si antiinfectioase.

ARNm-ul dezviluit aici poate codifica una sau mai multe polipeptide care patrund in celule. Asa
cum s¢ utilizeaza aici, "polipeptida care patrunde in celule" sau CPP se referd 1a o polipeptida care poate
facilita absorbtia celulard a moleculelor. O polipeptida care patrunde in celule din prezenta inventie poate
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confine una sau mai multe etichete detectabile. Polipeptidele pot fi etichetate partial sau etichetate
complet pe tot parcursul. ARNm-ul poate codifica eticheta detectabild complet, partial sau deloc. Peptida
care pitrunde in celule poate include, de asemenea, o secventd semnal. Asa cum este utilizatd aici, o
"secventd semnal" se referd la o secventa de resturi de aminoacizi legate la capatul amino-terminal al unei
proteine ndscande in timpul translatiei proteinei. Secvenfa semnal poate fi utilizatd pentru a semnala
secretia polipeptidei care patrunde in celule.

Intr-o varianti de realizare, ARNm-ul poate codifica, de asemenca, o proteind de fuziune.
Proteina de fuziune poate fi creatd prin legarea operationald a unei proteine incdrcate la o proteind
terapeuticd. Asa cum se utilizeaza aici, "legat operabil" se referd la proteina terapeuticd si proteina
incarcati care sunt conectate intr-un asemenca mod pentru a permite exprimarea complexului atunci cand
este introdus in celuld. Asa cum se utilizeaza aici, "proteind incircatd" se referd la o proteind care poartd o
sarcind electricd pozitivd, negativd sau total neutrd. De preferinti, proteina terapeutici poate fi legata
covalent de proteina incircatd in formarea proteinei de fuziune. Raportul dintre sarcina de suprafata si
aminoacizii totali sau de suprafati poate fi de aproximativ 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8 sau 0,9.

Polipeptida care patrunde in celule codificatdi de ARNm poate forma un complex dupi ce a fost
translatatd. Complexul poate cuprinde o proteind incdrcatd legati, de exemplu legat covalent, la
polipeptida care pdtrunde in celule.

Intr-o varianti de realizare, polipeptida care pitrunde in celule poate cuprinde un prim domeniu
si un al doilea domeniu. Primul domeniu poate cuprinde o polipeptida supraincircatd. Al doilea domeniu
poate cuprinde un partener de legare la proteine. Asa cum se utilizeaza aici, "partenerul de legare la
proteind" include, dar nu este limitat la, anticorpi si fragmente functionale ale acestora, proteine de tip
scheld sau peptide. Polipeptida care patrunde in celuld poate cuprinde in plus un partener de legare
intracelulard pentru partenerul de legare la proteind. Polipeptida care patrunde in celuld poate fi capabila
sd fie secretatd dintr-o celuld in care poate fi introdus ARNm-ul. Polipeptida care patrunde in celuld poate

fi, de asemenea, capabild s patrundi in prima celuli.

Intr-o varianti de realizare, ARNm-ul poate codifica o polipeptidi care patrunde in celuli care
poate cuprinde un partener de legare la proteind. Partenerul de legare 1a proteind poate include, dar nu este
limitat la, un anticorp, un anticorp supraincircat sau un fragment functional. ARNm-ul poate fi introdus
in celula in care este introdusad o polipeptida care patrunde in celuld cuprinzand partencrul de legare a
protelnel.

Unele variante de realizare ale prezentei dezvaluiri furnizeazd un ARNm terapeutic care include
cel putin o polinucleotida de acid ribonucleic (ARN) avand un cadru de citire deschis care codifica cel
putin o polipeptida antigenicd, in care polinucleotida ARN a ARN-ului include cel putin o modificare
chimica. in unele variante de realizare, modificarea chimici este selectati dintre pseudouridini, N1I-
metilpscudouriding, Nl-etilpseudouridind, 2-tiouridind, 4'-tiouridind, 5-metiletozind, 2-tio-1-metil-1-
deaza-pseudouridind, 2-tio-1-metil-pseudouridind, 2-tio-5-aza-uridind, 2-tio-dihidropseudouridini, 2-tio-
dihidrouriding, 2-tio-pseudouridind, 4-metoxi-2-tio-pseudouridind, 4-metoxi-pseudouridind, 4-tio-1-metil-
pseudouridind,  4-tio-pscudouridind, 5-aza-uridind, dihidropseudouridind, 5-metiluriding,), 5-
metoxiuridind, si 2'-O-metil uridind. Fiecare posibilitate reprezintd o varianti de realizare separatd a
prezentei inventii.

Oricare dintre polinucleotidele de mai sus din prezenta dezviluire, in unele exemple de realizare.
sunt optimizate prin codon. Metodele de optimizare prin codoni sunt cunoscute in domeniu si pot fi
utilizate asa cum este redat aici. Optimizarea prin codoni, in unele variante de realizare, poate fi utilizata
pentru a potrivi frecventele codonilor in organismele t{intd si gazdd pentru a asigura plierea
corespunzatoare; inclinarea confinutului de GC pentru a creste stabilitattea ARNm-ului sau a reduce
structurile secundare; minimizarea repetitiilor in tandem ale codonilor sau cursele de bazd care pot afecta
constructia sau exprimarea genei; personalizarea regiunile de control transcriptional si translational;
inserarea sau eliminarea secventelor de trafic de proteine; eliminarea/addugarea site-urilor de modificare
post-translatie in proteina codificatd (de exemplu, situsurile de glicozilare);, adiugarea, indepdrtarea sau
amestecarea domeniile de proteine; inserarea sau deletarea situsurilor cu restricfii; modificarea situsurile
de legare a ribozomilor si a situsurile de degradare a ARNm; ajustarea ratelor de translatie pentru a
permite diferitelor domenii ale proteinei sd se plicze corespunzitor; sau pentru a reduce sau elimina
structurile secundare problematice din polinucleotid. Instrumentele, algoritmii si serviciile de optimizare
a codonilor sunt cunoscute in domeniu - exemplele nelimitative includ servicii de la GeneArt (Life



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

MD/EP 3386484 T2 2022.11.30
139

Technologies), DNA2.0 (Menlo Park CA) si/sau metode brevetate. In unele variante de realizare,
secventa de cadru deschis de citire (ORF) este optimizata utilizand algoritmi de optimizare.

In unele variante de realizare o secventi optimizatad prin codon are mai pufin de 95% identitate
de secventd cu o secventd naturald sau de tip silbatic (de exemplu, o secventd de ARNm naturala sau de
tip sdlbatic care codificd o polipeptidd sau o proteind de interes (de exemplu, o proteind sau polipeptida
antigenicd). In uncle exemple de realizare, o secventd optimizatd prin codon impdrtiseste mai putin de
90% identitate de secventd cu o secven{d naturala sau de tip silbatic (de exemplu, o secventd de ARNm
naturald sau de tip silbatic care codifica o polipeptidd sau o proteind de interes (de exemplu, o proteini
sau o polipeptida antigenicd). In unele variante de realizare, o secventd optimizatd de codon are mai putin
de 85% identitate de secventd cu o secventd naturald sau de tip sdlbatic (de exemplu, o secventd de
ARNm naturali sau de tip silbatic care codifici o polipeptidi sau o proteind de interes) in unele variante
de realizare, o secventd optimizatd de codon impartiseste mai putin de 80% identitate a secventei cu o
secventd naturald sau de tip sdlbatic (de exemplu, cu o secventd de ARNm naturala sau de tip silbatic care
codifici o polipeptidi sau proteini de interes (de exemplu, o proteind sau polipeptidd antigenica. in unele
variante de realizare, o secventd optimizata de codon impartaseste mai putin de 75% identitate a secventei
cu o secventd naturald sau de tip slbatic (de exemplu, cu o secventd de ARNm naturald sau de tip salbatic
care codifica o polipeptida sau proteind de interes (de exemplu, o proteind sau polipeptidi antigenica.

In unele variante de realizare, o secventii optimizati de codon impirtiseste intre 65% si 85% (de
exemplu, intre aproximativ 67% si aproximativ 85% sau intre aproximativ 67% si aproximativ 80%)
identitate a secventei cu o secventd naturald sau de tip silbatic (de exemplu, cu o secventd de ARNm
naturald sau de tip sédlbatic care codificd o polipeptida sau proteind de interes (de exemplu, o proteind sau
polipeptdi antigenici. In unele variante de realizare, o secventi optimizati de codon impartiseste intre
65% si 75 sau aproximativ 80% identitate a secventei cu o secventd naturald sau de tip sdlbatic (de
exemplu, cu o secventd de ARNm naturald sau de tip silbatic care codificd o polipeptidad sau proteina de
interes (de exemplu, o proteind sau polipeptidd antigenica.

In uncle variante de realizare un ARN optimizat de codon poate fi, de exemplu, unul in care
nivelurile de G/C sunt sporite. Continutul G/C al moleculelor de acid nucleic poate influenta stabilitatea
ARN-ului. ARN-ul avind o cantitate crescutd de reziduuri de guanind (G) si/sau citozind (C) poate fi mai
stabil din punct de vedere functional decat acizii nucleici care con{in o cantitate mare de nucleotide de
adenind (A) si timina (T) sau uracil (U). W0O02/098443 dezviluie o compozitie farmaceuticd care contine
un ARNm stabilizat prin modificari de secventd in regiunea translatati. Datoritd degenerdrii codului
genetic, modificirile functioneaza prin inlocuirea codonilor existenti cu cei care promoveazd o mai mare
stabilitate a ARN-ului fird a modifica aminoacidul rezultat. Abordarca este limitatd la regiunile de
codificare ale ARN-ului.

Asa cum se utilizeaza aici, atunci cand se face referire la polipeptide, termenii "situs" in ceea ce
priveste formele de realizare pe bazd de aminoacizi sunt utilizati sinonim cu "reziduu de aminoacid" si
"lant lateral de aminoacid". Asa cum se utilizeaz aici cand se face referire la polinucleotide, termenii
"situs" in ceea ce priveste formele de realizare pe bazd de nucleotide sunt utilizati sinonim cu
"nucleotide". Un situs reprezintd o pozitie in cadrul unei peptide sau polipeptide sau polinucleotide care
poate fi modificati, manipulatd, alteratd, derivatizatd sau variatd in cadrul moleculelor pe bazi de
polipeptidd sau polinucleotida.

Asa cum se utilizeazd aici, termenii "terminal" sau "terminali" atunci cind se referd la
polipeptide sau polinucleotide se referd la o extremitate a unei polipeptide sau, respectiv, polinucleotide.
O astfel de extremitate nu este limitatd doar la primul situs sau cel final al polipeptidei sau
polinucleotidei, ci poate include aminoacizi sau nucleotide suplimentare in regiunile terminale.
Moleculele pe bazi de polipeptide pot fi caracterizate ca avand atit un capit N-terminal (terminat de un
aminoacid cu o grupare amino liberd (NH2)) cét si un capit C-terminal (terminat de un aminoacid cu o
grupare carboxil liberd (COOH)). Proteinele sunt in unele cazuri alcituite din mai multe lanfuri
polipeptidice reunite prin legaturi disulfurice sau prin forte necovalente (multimeri, oligomeri). Aceste
proteine au multipli N- si C-terminali. Alternativ, capetele terminale ale polipeptidelor pot fi modificate
astfel incat sd inceapd sau sa se termine, dupd caz, cu un fragment non-polipeptidic, cum ar fi un conjugat
organic.

Asa cum este recunoscut de citre specialistii in domeniu, fragmentele de proteine, domeniile
proteice functionale si proteinele omoloage sunt, de asemenea, considerate a fi in sfera polipeptidelor de
interes. De exemplu, aici este furnizat orice fragment de proteind (adicd o secventd de polipeptida cel
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putin cu un reziduu de aminoacid mai scurti decit o secventd de polipeptidd de referintd, dar altfel
identica) al unei proteine de referintd cu 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 sau mai mult de 100 de
aminoacizi in lungime. Intr-un alt exemplu, orice proteini care include o intindere de 20, 30, 40, 50 sau
100 de aminoacizi care sunt 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95% sau 100% identice cu oricare dintre
secventele descrise aici pot fi utilizate in conformitate cu dezviluirea. In unele variante de realizare, o
polipeptidd include 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 sau mai multe mutatii asa cum sunt prezentate in oricare dintre
secventele furnizate sau la care se face referire aici. Intr-un alt exemplu, orice proteind care include o
intindere de 20, 30, 40, 50 sau 100 de aminoacizi care sunt mai mult de 80%, 90%, 95% sau 100%
identici cu oricare dintre secventele descrise aici, in care proteina are o intindere de 5, 10, 15, 20, 25 sau
30 aminoacizii care sunt mai putin de 80%, 75%, 70%, 65% sau 60% identici cu oricare dintre secventele
descrise aici pot fi utilizati in conformitate cu dezvaluirea.

Moleculele de polipeptide sau polinucleotide din prezenta dezviluire pot impdrtdsi un anumit
grad de asemdnare sau identitate a secventei cu moleculele de referintd (de exemplu, polipeptide de
referintd sau polinucleotide de referintd), de exemplu, cu molecule descrise in domeniu (de exemplu,
molecule concepute sau proiectate sau molecule de tip silbatic). Termenul "identitate", asa cum este
cunoscut in domeniu, se referd la o relatic intre secventele a doud sau mai multe polipeptide sau
polinucleotide, asa cum este determinatii prin compararea secventelor. in domeniu, identitatea inseamn,
de asemenea, gradul de inrudire a secventelor dintre ele, asa cum este determinat de numarul de potriviri
intre siruri pentru doud sau mai multe reziduuri de aminoacizi sau reziduuri de acid nucleic. Identitatea
misoard procentul de potriviri identice dintre cele mai mici dintre doud sau mai multe secvente cu
aliniamente ale golurilor (daca existd) abordate de un model matematic sau program de calculator
particularizat (de exemplu, "algoritmi"). Identitatea peptidelor inrudite poate fi calculatd cu usurintd prin
metode cunoscute. ,,% identitate”, asa cum se aplicd secventelor de polipeptide sau polinucleotide, este
definitd ca fiind procentul de reziduuri (reziduuri de aminoacizi sau reziduuri de acizi nucleici) din
secventa candidatd de aminoacizi sau de acizi nucleici care sunt identice cu reziduurile din secvenfa de
aminoacizi sau secvenfa de acizi nucleici a unei a doua secvente, dupd alinierea secventelor si
introducerea golurilor, dacd este necesar, pentru a se realiza procentul maxim de identitatea. Metodele si
programele de calculator pentru aliniere sunt bine cunoscute in domeniu. Se intelege ca identitatea
depinde de un calcul al procentului de identitate, dar poate diferi ca valoare din cauza golurilor si
penalititilor introduse in calcul. In general, variantele unei anumite polinucleotide sau polipeptide au cel
putin 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99%, dar mai pufin de 100% identitate de secventd cu acea polinucleotidd sau polipeptida de
referintd particulard, asa cum este determinata de programele de aliniere de secvente si parametrii descrisi
aici si cunoscuti de specialistii in domeniu. Astfel de instrumente de aliniere le includ pe cele ale suitei
BLAST (Stefen F. Altschul, si colab (1997), "Gapped BLAST si PSI-BLAST: a new generation of
protein database search programs”, Nucleic Acizi Res. 25:3389-3402). O alti tehnica populard de aliniere
locala se bazeazi pe algoritmul Smith-Waterman (Smith, T.F. & Waterman, M.S. (1981) "Identification
of common molecular subsequences.” J. Mol. Biol. 147:195-197). O tchnicd generald de aliniere globala
bazatd pe programare dinamica este algoritmul Needleman-Wunsch (Needleman, S.B. & Wunsch, C.D.
(1970) "A general metod applicable la the search for similarities in the amino acid sequences of two
proteins.” J. Mol. Biol. 48:443-453.). Mai recent, a fost dezvoltat un algoritm rapid de aliniere a secventei
globale optime (FOGSAA) care se presupune ca produce alinierea globala a secventelor de nucleotide si
proteine mai rapid decat alte metode de aliniere globald optima, inclusiv algoritmul Needleman-Wunsch.
Alte instrumente sunt descrise aici, specific in definitia "identitafii" de mai jos.

Asa cum se utilizeaza aici, termenul "omologie" se referd la inrudirea globala dintre moleculele
polimerice, de exemplu intre molecule de acid nucleic (de exemplu, molecule de ADN si/sau molecule de
ARN) si/sau intre molecule de polipeptide. Moleculele polimerice (de exemplu, molecule de acid nucleic
(de exemplu, molecule de ADN si/sau molecule de ARN) si/sau molecule de polipeptide) care au o
similitudine sau identitate determinate prin alinierea reziduurilor care se potrivesc, de un nivel de prag,
sunt denumite omoloage. Omologia este un termen calitativ care descrie o relatie intre molecule si se
poate baza pe similitudinea sau identitatea cantitativd. Similitudinea sau identitatea reprezintd un termen
cantitativ care defineste gradul de potrivire a secventei dintre doud secvente comparate. In unele variante
de realizare, moleculele polimerice sunt considerate a fi "omoloage" una cu cealaltd daca secventele lor
sunt de cel putin 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70. %, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%
sau 99% identice sau similare. Termenul "omolog" se referd in mod necesar la o comparatic intre cel
putin doud secvente (secvente de polinucleotide sau polipeptide). Doud secvente de polinucleotide sunt
considerate omoloage daca polipeptidele pe care le codifica sunt de cel putin 50%, 60%, 70%, 80%, 90%,
95% sau chiar 99% pentru cel putin o intindere de cel putin 20 de aminoacizi. in unele variante de
realizare, secvenfele de polinucleotide omoloage sunt caracterizate prin capacitatea de a codifica o
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intindere de cel putin 4-5 aminoacizi unic specificafi. Pentru secventele de polinucleotide cu lungime mai
mica de 60 de nucleotide, omologia este determinatd de capacitatea de a codifica o intindere de cel putin
4-5 aminoacizi unic specificati. Doud secvente de proteine sunt considerate omoloage dacd proteinele
sunt cel pufin 50%, 60%, 70%, 80% sau 90% identice pentru cel putin o intindere de cel putin 20 de
aminoacizi.

Omologia implica faptul ci secventele comparate au variat in evolutie de la o origine comuni.
Termenul "omologul" se referd la o primi secventd de aminoacizi sau secven{d de acid nucleic (de
exemplu, gend (ADN sau ARN) sau secventd de proteind) care este legatd de o a doua secventd de
aminoacizi sau secventd de acid nucleic prin descendenta dintr-o secventd ancestrald comund. Termenul
"omolog" se poate aplica relafiei dintre gene si/sau proteine separate prin evenimentul de speciatie sau
relatiei dintre gene si/sau proteine separate prin evenimentul de duplicare genetica. "Ortologii" sunt gene
(sau proteine) din diferite specii care au evoluat dintr-o gend (sau proteind) ancestrald comund prin
speciatie. Tipic, ortologii pastreazd aceeasi functie in cursul evolutiei. "Paralogii" sunt gene (sau proteine)
inrudite prin duplicarea intr-un genom. Ortologii pastreazi aceeasi functie in cursul evolutiei, in timp ce
paralogii dezvolta noi functii, chiar dac acestea sunt legate de cea de origine.

Termenul "identitate" se referd la inrudirea globala dintre moleculele polimerice, de exemplu,
intre moleculele de polinucleotide (de exemplu, moleculele de ADN si/sau moleculele de ARN) si/sau
intre moleculele de polipeptide. Calculul procentului de identitate a doud secvente de acid polinucleic, de
exemplu, poate fi efectuat prin alinierea celor doud secvente in scopuri de comparare optima (de exemplu,
pot fi introduse goluri intr-una sau ambele dintre secventele de acid nucleic a unei prime si a doua dintre
secvente pentru o aliniere optimi si secventele neidentice pot fi ignorate in scopuri de comparatic). in
anumite exemple de realizare, lungimea unei secvente aliniate in scopuri de comparatie este de cel putin
30%, cel putin 40%, cel putin 50%, cel putin 60%, cel putin 70%, cel putin 80%, cel putin 90%, cel putin
95% sau 100% din lungimea secventei de referinti. Nucleotidele din pozitiile nucleotidelor
corespunzitoare sunt apoi comparate. Cand o pozitie din prima secventd este ocupati de aceeasi
nucleotidd ca si pozitia corespunzitoare din a doua secventd, atunci moleculele sunt identice in acea
pozitie. Procentul de identitate dintre cele doud secvente este o functie a numarului de pozitii identice pe
care le impartisesc secventele, luind in considerare numirul de goluri si lungimea fiecdrui gol, care
trebuie introdus pentru alinierea optima a celor doud secvente. Compararea secventelor si determinarea
procentului de identitate intre doud secvente pot fi realizate folosind un algoritm matematic. De exemplu,
procentul de identitate dintre doud secvente de acid nucleic poate fi determinat folosind metode precum
cele descrise in Computational Molecular Biology, Lesk, A. M, ed, Oxford University Press, New York,
1988; Biocomputing: Informatics si Genome Projects, Smith, D. W, ed, Academic Press, New York,
1993; Sequence Analysis in Molecular Biology, von Heinje, G, Academic Press, 1987; Computer
Analysis of Sequence Data, Part I, Griffin, A. M, si Griffin, H. G, eds, Humana Press, New Jersey. 1994;
si Sequence Analysis Primer, Gribskov, M. si Devereux, J, eds, M Stockton Press. New York, 1991. De
exemplu, procentul de identitate dintre doud secvente de acid nucleic poate fi determinat folosind
algoritmul lui Meyers si Miller (CABIOS, 1989, 4:11-17), care a fost incorporat in programul ALIGN
(versiunea 2.0) folosind un tabel de greutate de reziduuri PAM120, o penalizare pentru lungimea golului
de 12 si o penalizare a golului de 4. Procentul de identitate dintre doud secvente de acid nucleic poate fi
determinat, alternativ, folosind Programul GAP din pachetul software GCG folosind o matrice
NWSgapdna.CMP. Metodele utilizate de reguld pentru a determina procentul de identitate intre secvente
includ, dar nu se limiteaza la cele dezvaluite in Carillo, H, si Lipman, D, SIAM J Applied Math, 48:1073
(1988). Tehnicile de determinare a identitdtii sunt codificate in programe de calculator disponibile
publicului. Un exemplu de program de calculator pentru determinarea omologiei intre doud secvente
include, dar nu se limiteaza la, pachetul de programe GCG, Devereux, J, si colab, Nucleic Acizi Research,
12(1), 387 (1984)), BLASTP, BLASTN, si FASTA Altschul, S. F. si colab, J. Molec. Biol, 215, 403
(1990)).

Agentul imunomodulator poate fi un agent imunostimulator sau un agent imunoinhibitor.

Un agent imunostimulator este un agent care stimuleaza un raspuns imun (inclusiv intensificarea
unui raspuns imun preexistent) la un subiect ciruia i se administreaza, fie singur fie in combinatie cu un
alt agent. Exemplele includ antigeni, adjuvanti (de exemplu, liganzi de TLR cum ar fi imiquimod,
imidazochinolind, acizi nucleici care cuprind o dinucleotidd CpG nemetilatd, monofosforil lipidd A sau
alti derivati de lipopolizaharide, ARN monocatenar sau dublu catenar, flagelind, dipeptidd muramil),
citokine incluzind interleukine (de exemplu, IL-2, IL-7, IL-15 (sau forme de superagonist/mutant ale
acestor citokine), IL-12, IFN-gamma, IFN-alfa, GM-CSF, FLT3-ligand, etc.), anticorpi imunostimulatori
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(de exemplu, anti-CTLA-4, anti-CD28, anti-CD3, sau fragmente monocatenare/anticorp ale acestor
molecule) si altele asemenea.

Un agent imunoinhibitor este un agent care inhibd un rdspuns imun la un subiect ciruia i se
administreazd, fie singur fie in combinatie cu un alt agent. Exemplele includ steroizi, acid retinoic,
dexametazond, ciclofosfamid3, anticorp anti-CD3 sau fragment de anticorp si alte imunosupresoare.

Adjuvantii sunt agenti care imbunititesc un rispuns imun. Adjuvantul poate fi, fard limitare,
alaun (de exemplu, hidroxid de aluminiu, fosfat de aluminiu); saponine purificate din coaja arborelui Q.
saponaria cum ar fi QS21 (o glicolipidd care elueazd in al 21-lea pic de fractionare prin HPLC;
Antigenics, Inc., Worcester, Mass.); poli[di(carboxilatofenoxi) fosfazenid (polimer PCPP; Virus Research
Institute, USA), ligand Flt3, factor de alungire Leishmania (o proteind purificatd Leishmania; Corixa
Corporation, Seattle, Wash.), ISCOMS (complecsi imunostimulatori care contin amestecuri de saponine,
lipide si formeaza particule de dimensiunea unui virus cu pori care pot define un antigen; CSL,
Melbourne, Australia), Pam3Cys, SB-AS4 (sistem de adjuvant #4 SmithKline Beecham care contine
alaun si MPL; SBB, Belgia), copolimeri bloc neionici care formeaza micele cum ar fi CRL 1005 (acestea
confin un lant liniar de polioxipropilend hidrofoba flancat de lanturi de polioxietilend, Vaxcel, Inc,
Norcross, Ga.), si Montanide IMS (de exemplu, IMS 1312, nanoparticule pe bazi de apa combinate cu un
imunostimulant solubil, Seppic).)

Adjuvantii pot fi liganzi TLR. Adjuvantii care actioneaza prin TLR3 includ, fard limitare, ARN
dublu catenar Adjuvantii care actioneaza prin TLR4 includ fard limitare, derivati ai lipopolizaharidelor,
cum ar fi monofosforil lipidd A (MPLA; Ribi ImmunoChem Research, Inc., Hamilton, Mont.) si muramil
dipeptida (MDP;, Ribi) si treonil-muramil dipeptidd (t-MDP; Ribi); OM-174 (o dizaharida de glucozamina
inruditd cu lipida A; OM Pharma SA, Meyrin, Elvetia). Adjuvantii care actioneaza prin TLRS includ, fara
limitare, flagelina. Adjuvantii care actioneazd prin TLR7 si/sau TLRS8 includ ARN monocatenar,
oligoribonucleotide (ORN), compusi sintetici cu greutate moleculardi micd, cum ar fi
imidazochinolinaminele (de exemplu, imiquimod, resiquimod). Adjuvantii care actioneazd prin TLR9
includ ADN de origine virald sau bacteriand sau oligodeoxinucleotide sintetice (ODN), cum ar fi CpG
ODN. O alti clasd de adjuvanti este formatd moleculele care contin fosforotioat, cum ar fi analogii
nucleotidelor de fosforotioat si acizii nucleici care contin legéturi de coloand vertebrald fosforotioat.

Antigenul poate fi, fira limitare, un antigen de cancer, un auto-antigen, un antigen microbian, un
alergen sau un antigen de mediu. Antigenul poate fi de naturd peptidica, lipidica sau carbohidrat, dar nu
este atat de limitat.

Un antigen de cancer s este un antigen care este exprimat preferenfial de citre celulele
canceroase (adicd este exprimat la niveluri mai mari in celulele canceroase decit in celulele
necanceroase) si in unele cazuri este exprimat numai de celulele canceroase. Antigenul canceros poate fi
exprimat in interiorul unei celule canceroase sau pe suprafata celulei canceroase. Antigenul de cancer
poate fi MART-1/Melan-A, gp100, proteina de legare a adenozin deaminazei (ADAbp), FAP, ciclofilini
b, antigenul asociat colorectal (CRC)--C017-1A/GA733, antigen carcinoembrionic (CEA), CAP-1, CAP-
2, etv6, AMLI, antigen specific prostatei (PSA), PSA-1, PSA-2, PSA-3, antigen de membrani specific
prostatei (PSMA), receptor al celulei T /lant CD3-zeta, si CD20. Antigenul de cancer poate fi selectat din
grupul care constd din MAGE-A1, MAGE-A2, MAGE-A3, MAGE-A4, MAGE-AS5, MAGE-A6, MAGE-
A7, MAGE-A8, MAGE-A9, MAGE-A10, MAGE-A11, MAGE-A12, MAGE-Xp2 (MAGE-B2), MAGE-
Xp3 (MAGE-B3), MAGE-Xp4 (MAGE-B4), MAGE-C1, MAGE-C2, MAGE-C3, MAGE-C4, MAGE-
C5). Antigenul de cancer poate fi selectat din grupul care constd din GAGE-1. GAGE-2, GAGE-3,
GAGE-4, GAGE-5, GAGE-6, GAGE-7, GAGE-8, GAGE-9. Antigenul de cancer poate fi selectat din
grupul care constd din BAGE, RAGE, LAGE-1, NAG, GnT-V, MUM-1, CDKA4, tirozinaza, p53, familia
MUC, HER2/neu, p2lras, RCASI, a-fetoproteind, E-cadherind, o-catenind, p-catenind, y-catenini,
p120ctn, gpl00Pmell17, PRAME, NY-ESO-1, cdc27, proteina coli de polipozd adenomatoasd (APC),
fodrind, Connexini 37, Ig-idiotip, pl5, gp75, GM2 gangliozidd, GD2 gangliozida, proteine de virus
papilloma uman, familia de antigeni tumorali Smad, Imp-1, P1A, antigen nuclear codificat de EBV
(EBNA)-1, glicogen fosforilaza cerebrald, SSX-1, SSX-2 (HOM-MEL-40), SSX-1, SSX-4, SSX-5, SCP-
1 si CT-7, CD20, si c-erbB-2. Fiecare posibilitate reprezintd o variantd de realizare separati a prezentei
inventii.

Antigenii microbieni sunt antigeni derivati din specii microbiene, cum ar fi, fird limitare,
speciile bacteriene, virale, fungice, parazitare si micobacteriene. Ca atare, antigenii microbieni includ
antigeni bacterieni, antigeni virali, antigeni fungici, antigeni parazitari si antigeni micobacterieni. Sunt
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furnizate aici exemple de specii bacteriene, virale, fungice, parazitare si micobacteriene. Antigenul
microbian poate face parte dintr-o specie microbiand sau poate fi intregul microb.

Un agent anticancerigen este un agent care inhiba cel putin partial dezvoltarea sau progresarea
unui cancer, inclusiv inhibarea totald sau partiald a simptomelor asociate cu cancerul, chiar dacd numai pe
termen scurt. Mai multi agenti anticancerigeni pot fi clasificati ca agenti de deteriorare a ADN-ului si
acestia includ inhibitori de topoizomerazad (de exemplu, etopozidd, ramptotecind, topotecan, tenipozida,
mitoxantrond), agenti alchilanfi de ADN (de exemplu, cisplatind, mecloretamind, ciclofosfamida,
ifosfamidd, melfalan, corambucil, busulfan, tiotepa, carmustind, lomustini, carboplatini, dacarbazina,
procarbazind), agenfi care induc ruperea catenci de ADN (de exemplu, bleomicind, doxorubicing,
daunorubicing, idarubicind, mitomicini C), agenti anti-microtubule (de exemplu, vincristind, vinblasting),
agenti anti-metabolici (de exemplu, citarabind, metotrexat, hidroxiuree, 5-fluorouracil, floxuriding, 6-
tioguanind, 6-mercaptopurind, fludarabind, pentostatind, clorodeoxiadenozind), antracicline, alcaloizi
vinca sau epipodofillotoxine.

Exemple de agenti anti-cancerigeni includ fard limitare Acivicind; Aclarubicind; Clorhidrat de
Acodazol; Acronini; Adozelezini; Aldesleukin, Altretaminid; Ambomicin; Acectat de Ametantrona;
Aminoglutetimidd; Amsacrind; Anastrozol, Antramicind; Asparaginazi; Asperlind; Azacitidind; Azetepa;
Azotomicind; Batimastat, Benzodepa; Bicalutamidi; Clorhidrat de Bisantren; Dimesilat de Bisnafida;
Bizelezind; Sulfat de Bleomicind; Bortezomib (VELCADE); Brechinar Sodiu; Bropirimind; Busulfan;
Cactinomicind; Calusterond; Caracemidd; Carbetimer; Carboplatind (un regim care contine platind);
Carmusting; Clorhidrat de Carubicind; Carzelezind; Cedefingol; Clorambucil, Cirolemicind; Cisplatini
(un regim care contine platind), Cladribind; Mesilat de Crisnatol; Ciclofosfamida; Citarabing;
Dacarbazini; Dactinomicind; Daunorubicind; Decitabind; Dexormaplatind; Dezaguanind; Diaziquoni;
Docetaxel (TAXOTERE); Doxorubicinid; Droloxifen; Dromostanoloni; Duazomicini; FEdatrexat;
Eflomnitind; Elsamitrucind; Enloplatin, Enpromat; Epipropidind; Epirubicin, Erbulozol; Erlotinib
(TARCEVA), Esorubicin; Estramustind; Etanidazol, Etopozidd; Etoprind; Fadrozol, Fazarabini;
Fenretinidd; Floxuridind; Fludarabind; 5-Fluorouracil; Flurocitabind; Fosquidoni; Fostriccind; Gefitinib
(IRESSA), Gemcitabini, Hidroxiuree; Idarubicini; Ifosfamidi; Ilmofozini; mesilat de Imatinib
(GLEEVACQ); Interferon alfa-2a; Interferon alfa-2b; Interferon alfa-n1; Interferon alfa-n3; Interferon beta-
I a; Interferon gamma-I b; Iproplatind; Irinotecan; Lanrcotidd; Lenalidomida (REVLIMID, REVIMID);
Letrozol; Leuprolidd; Liarozol; Lometrexol; Lomustind; Losoxantrond; Masoprocol; Maytansini;
Mecloretamind; Megestrol; Melengestrol; Melfalan; Menogaril, Mercaptopurind; Metotrexate; Metoprini;
Meturedepa: Mitindomidd; Mitocarcini; Mitocromind; Mitogillind; Mitomalcini; Mitomicind; Mitosper;
Mitotan;, Mitoxantrond; Acid Micofenolic; Nocodazol; Nogalamicind; Ormaplatind; Oxisuran; Paclitaxel;
Pemetrexed (ALIMTA), Pegaspargazi; Peliomicind; Pentamustini; Pentomond; Peplomicini;
Perfosfamida; Pipobroman; Piposulfan; Izetionat de Piritrexim; Piroxantrond; Plicamicind; Plomestan;
Porfimer; Porfiromicini; Prednimustind; Procarbazind; Puromicind; Pirazofurin; Riboprina; Rogletimida;
Safingol; Semustind; Simtrazen; Sitogluzidd; Sparfosat; Sparsomicini; Spirogermaniu; Spiromustini;
Spiroplatind; Streptonigrind; Streptozocind; Sulofenur, Talizomicind; Tamsulozini; Taxol; Taxoter;
Tecogalan; Tegafur; Teloxantrond; Temoporfin, Temozolomid (TEMODAR); Tenipozidd; Teroxironi;
Testolactond; Talidomidd (THALOMID) si derivati ai acestora; Tiamiprind; Tioguanind; Tiotepa;
Tiazofurind; Tirapazamind; Topotecan; Toremifen; Trestolond; Triciribind;, Trimetrexat, Triptorelin;
Tubulozol; Mustar de Uracil, Uredepa;, Vapreotidd; Verteporfin, Vinblastind; Vincristind; Vindesing;
Vinepidind; Vinglicinate; Vinleurozind; Vinorelbini;, Vinrosidind; Vinzolidind, Vorozol, Zeniplatin;
Zinostatin; Zorubicin.

Agentul anti-cancer poate fi un inhibitor enzimatic incluzand, fara limitare, un inhibitor al tirozin
kinazei, un inhibitor CDK, un inhibitor al MAP kinazei sau un inhibitor EGFR. Inhibitorul de tirozin
kinazi poate fi fard limitare Genisteind (4',5,7-trihidroxiizoflavond), Tirfostin 25 (3,4,5-trihidroxifenil),
metilen]-propandinitril, Herbimicind A, Daidzeind (4',7-dihidroxiizoflavond), AG-126, trans-1-(3'-
carboxi-4'-hidroxifenil)-2-(2",5"-dihidroxi-fenil)etan, sau HDBA acid (2-Hidroxi5-(2,5-
Dihidroxibenzilamino)-2-hidroxibenzoic. Inhibitorul CDK poate fi fara limitare p21, p27, p57, pl5, ple,
pl8, sau pl9. Inhibitorul de MAP kinazd poate fi fard limitare KY 12420 (CxH240Og), CNI-1493,
PD98059, sau 4-(4-Fluorofenil)-2-(4-metilsulfinil fenil)-5-(4-piridil) 1H-imidazol. Inhibitorul de EGFR
poate fi, fird limitare erlotinib (TARCEVA), gefitinib (IRESSA), WHI-P97 (derivat de chinazolini),
LFM-A12 (analog de metabolit de leflunomidd), ABX-EGF, lapatinib, canertinib, ZD-6474 (ZACTIMA),
AEE788, si AG1458.

Agentul anticancerigen poate fi un inhibitor VEGF, incluzand, fard limitare, bevacizumab
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(AVASTIN), ranibizumab (LUCENTIS), pegaptanib (MACUGEN), sorafenib, sunitinib (SUTENT),
vatalanib, ZD-6474 (ZACTIMA), anccortavd (RETAANE), lactat de scualamind, si semaforin.

Agentul anti-cancerigen poate fi un anticorp sau un fragment de anticorp incluzand, fard limitare,
un anticorp sau un fragment de anticorp incluzand, dar fard a se limita la, bevacizumab (AVASTIN),
trastuzumab (HERCEPTIN), alemtuzumab (CAMPATH, indicat pentru leucemia limfocitard cronica cu
celule B) gemtuzumab (MILOTARG, hP67,6, anti-CD33, indicat pentru leucemie cum ar fi leucemie
micloida acutd), rituximab (RITUXAN), tositumomab (BEXXAR, anti-CD20, indicat pentru malignitate
cu celule B), MDX-210 (anticorp bispecific care s¢ leagd simultan de produsul proteic oncogen HER-
2/neu si receptorii Fe tip 1 pentru imunoglobulina G (IgG) (Fc gama RI)), oregovomab (OVAREX,
indicat pentru cancer ovarian), edrecolomab (PANOREX), daclizumab (ZENAPAX), palivizumab
(SYNAGIS, indicat pentru afectiuni respiratorii cum ar fi infectia RSV), ibritumomab tiuxetan
(ZEVALIN, indicat pentru limfom Non-Hodgkin), cetuximab (ERBITUX), MDX-447, MDX-22, MDX-
220 (anti-TAG-72), IOR-C5, IOR-T6 (anti-CD1), IOR EGF/R3, celogovab (ONCOSCINT OV103),
epratuzumab (LYMFOCIDE), pemtumomab (THERAGYN), si Gliomab-H (indicat pentru cancer
cerebral, melanom).

Un agent de diagnostic, care poate fi denumit aici agent de imagistica, este un agent care emite
direct sau indirect un semnal, permitind astfel detectarea sa in vivo. Agenti de diagnostic, cum ar fi agenti
de contrast si agenti radioactivi, care pot fi detectafi folosind tehnici de imagisticd medicald, cum ar fi
scandrile de medicind nucleard si imagistica prin rezonantd magneticA (MRI). Agentii de imagistica
pentru imagistica prin rezonantd magneticd (MRI) includ Gd(DOTA), nanoparticule de oxid de fier sau de
aur; agenti de imagisticd pentru medicina nucleard includ 2°!'T1. radionuclid emititor de gamma 99 mTc;
agentii de imagisticd pentru tomografia cu emisie de pozitroni (PET) includ izotopi care emit pozitroni,
(18)F-fluorodeoxiglucoza ((18)FDG), (18)F-fluorurd, cupru-64, gadoamidd si radioizotopi de Pb(I)
precum ca 203 Pb si 111In; agenti de imagistica pentru imagistica fluorescenta in vivo, cum ar fi coloranti
fluorescenti sau nanoparticule conjugate cu colorant. In alte variante de realizare, agentul care urmeazi si
fie eliberat este conjugat, sau fuzionat cu, sau amestecat sau combinat cu un agent de diagnostic.

Compusii si compozitiile pot fi administrate practic oricdrui tip de subiect care este probabil sd
beneficieze de eliberarea agentilor asa cum se prevede aici. Subiectii umani sunt subiectii preferati in
unele variante de realizare ale inventiei. Subiectii includ de asemenea si animale, cum ar fi animalele de
companie (de exemplu, caini, pisici, iepuri, dihori etc.), septel sau animale de ferma (de exemplu, vaci,
porci, oi, gdini si alte pasari), cai, cum ar fi cai pursinge, animale de laborator (de exemplu, soareci,
sobolani, iepuri, etc.), si altele asemenea. Subiectii includ, de asemenea, pesti si alte specii acvatice.

Subiectii carora li se livreazad agentii pot fi subiecti normali. Alternativ, acestia pot avea sau pot
fi expusi riscului de a dezvolta o afectiune care poate fi diagnosticatd sau care poate beneficia de
administrarea localizatd a unuia sau mai multor agenti speciali. Astfel de afectiuni includ cancer (de
exemplu, cancere cu tumori solide), infectii (in special infectii localizate in anumite regiuni sau tesuturi
din organism), tulburdri autoimune, alergii sau stiri alergice, astm, respingere a transplantului si altele
asemenca. In unele variante de realizare, subiectii au fost diagnosticati cu un defect genetic si li se
administreazd un medicament pe bazi de acid nucleic.

Agentii pot fi administrati sistemic sau local. Agentii pot fi administrati in cantititi eficiente. O
cantitate eficientd este o dozi de agent suficientd pentru a oferi un rezultat dezirabil din punct de vedere
medical. Cantitatea eficienti va varia in functie de afectiunea particulara care este tratatd, de varsta si de
starea fizicd a subiectului tratat, de severitatea afectiunii, de durata tratamentului, de natura terapiei
concomitente sau combinate (daca este cazul), de calea specificd de administrare si factori similari in
cadrul cunostintelor si expertizei practicianului din domeniul sdndtitii. Se preferd, in general, sd fie
utilizata o dozd maximd, adica cea mai mare doza sigurd, conform rationamentului medical sanatos.

Inventia furnizeazd compozitii farmaceutice. Compozitiile farmaceutice sunt compozitii sterile
care cuprind agenti si pot cuprinde vehicule de livrare, nanoparticule si altele asemenea, de preferinta intr-
un purtitor acceptabil farmaceutic. Termenul "purtitor acceptabil farmaceutic" inscamni unul sau mai
multe materiale de umpluturd solide sau lichide compatibile, diluanti sau substante de incapsulare care
sunt adecvate pentru administrarea la un om sau alt subiect avut in vedere in invenfie. Termenul
"purtitor" desemneazd un ingredient organic sau anorganic, natural sau sintetic, cu care celulele,
nanoparticulele si agentul(ii) sunt combinate pentru a facilita administrarea. Componentele compozitiilor
farmaceutice sunt amestecate intr-un mod care exclude interactiunea care ar afecta substantial eficienfa
farmaceutica dorita.
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Compusii si compozitiile, atunci cand este de dorit sa fie livrate sistemic, pot fi formulate pentru
administrarea parenterald prin injectie, de exemplu, prin injectic in bolus sau perfuzie continud.
Formuldrile pentru injectic pot fi prezentate sub forma de dozare unitard, de exemplu, in fiole sau in
recipiente cu doze multiple. Formuldrile parenterale farmaceutice includ solutii apoase ale ingredientelor.
Suspensiile apoase pentru injectic pot contine substante care cresc vascozitatea suspensiei, cum ar fi
carboximetil celuloza de sodiu, sorbitol sau dextranul. Alternativ, suspensiile de ingrediente pot fi
preparate ca suspensii pe baza de ulei, cum sunt cunoscute in domeniu sau care vor fi usor evidente pentru
cei cu o calificare obisnuitd in domeniu pe baza acestei dezvaluiri.

Aceastd dezviluire ia in plus in considerare utilizarea LNP-urilor impreund cu unul sau mai
multi agenti secundari, inclusiv agenti care ar fi in mod normal indicafi pentru subiect.

In unele cazuri, LNP-urile pot fi administrate substantial simultan cu agentii secundari. Prin
substantial simultan, se intelege cd un LNP este administrat unui subiect apropiat in timp cu administrarea
agentului secundar, incluzand, de exemplu, cu 1 ord, in 30 minute, in 10 minute sau in 5 minute.

In unele cazuri, agentul(ii) secundar(i) poate(pot) fi administrat(i) inainte de LNP. De exemplu,
agentul(ii) secundar(i) poate(pot) fi administrat(i) inainte si in decurs de 24 de ore, sau in decurs de 18
ore, sau in decurs de 12 ore, sau in decurs de 6 ore, sau in decurs de 3 ore, sau in decurs de 2 ore de la
administrarea LNP-ului. Agentul(ii) secundar(i) poate(pot) fi administrat(i) cu 18-24 de ore inainte de
administrarea LNP-ului, sau 12-18 ore inainte de administrarea LNP-ului, sau 6-12 ore inainte de
administrarea LNP-ului, sau 2-6 ore inainte de administrarea LNP-ului.

Subiectii cdrora li s-au administrat unul sau mai multi agenti secundari cu 2 sau mai multe ore
inainte de administrarea LNP-ului pot fi denumiti ca fiind premedicati cu astfel de agent(i). Subiectii
crora li s-au administrat unul sau mai multi agenti secundari cu o ord inainte de administrarea LNP-ului
pot fi denumiti ca fiind mediati impreund cu un astfel de agent(i).

In unele cazuri, agentul(ii) secundar(i) poate(pot) fi administrat(i) subiectului continuu, dupi
cum este necesar sau cu un program regulat (de exemplu, in fiecare zi, la fiecare dou zile etc.).

In alte cazuri, agentul secundar poate fi administrat inainte sau dupa administrarea LNP-ului.

S Astfel de agenti secundari pot include, dar nu sunt limitati la, antihistaminice, agenti anti-
trombocitari si medicamente antiinflamatoare nesteroidiene. In anumite variante de realizare, LNP-urile
nu sunt formulate cu, si subiectii nu sunt pre- sau co-medicati cu un corticosteroid, cum ar fi, dar fard a se
limita la, dexametazona.

In anumite variante de realizare, sunt utilizati agenti secundari individuali avind efecte
antiinflamatorii si antitrombocitare. Un exemplu de astfel de agent este aspirina.

In anumite variante de realizare, se utilizeazi o combinatie de aspirind, clopidrogrel (Plavix®), si
un anti-histaminic cum ar fi dar fard a se limita la difenhidramini (Benadril), fexofenadind (Allegra),
loratadind (Claritin), sau cetirizind. Unul sau mai multi agenti secundari pot fi administrati o data pe
administrare de LNP, in timp ce altii pot fi administrati mai frecvent. De exemplu, clopidrogrel (Plavix®)
poate fi administrat o dati la fiecare administrare de LNP, in timp ce aspirina si/sau antihistaminicul pot fi
administrate zilnic.

Antihistaminicele includ antagonisti ai receptorilor H1 si agonistii inversi ai receptorilor HI.

Exemple de antagonisti ai receptorilor H1 includ, dar nu se limiteazi la acrivastind,
alimemazind, tartrat de alimemazind, antazolini, astemizol, azatadini, maleat de azatadind, azelastini,
bamipind, benzchinamidd, bepotastind, besilat de bepotastind, bilastin bromazini, bromofeniramini,
buclizina, carbinoxamini, clorfenoxamind, clorciclizing, cinopentazon histapirodina,
clorodifenhidramind, cloropiramind, clorofenamini, clorpromazini, cinarizini, clemastini, clemizol,
clocinizind, ciclizind, ciproheptadind, desloratadini, deptropind, dexclorfeniramini, dexbromfeniraina,
dimenhidrinat, dimetindend, dimetotiazind, difenhidramind (Benadril), pifenilpiralind, doxepina,
doxilamind, ebastind, efletirizind, embramini, emedastind, epinastini, fexofenadina (Allegra), flunarizina,
homoclorciclizind, hidroxizind, izotipendil, ketotifen, levocabastind (a-2-a genereatic), loratadina
(Claritin), mebhidrolind, meclozini, mepiramind, mequitazini, metdilazind, mirtazapini, mizolastina,
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niaprazind, olopatadini, orfenadrind, oxatomidd, oxomemazini, pemirolast, fenindamind, feniramina,
feniltoloxamind, pimetixen, piprinhidrinat, prometazini, propiomazini, pirobutamind, quetiapin,
quifcnadinid, rupatadind, setastind, terfenadini, tenildiaminc, tictilperazini, tonzilamind, tolpropamind,
trimetobenzamind, tripelennamind, triprolidind si tritoqualina.

Exemple de agonisti inversi ai receptorului H1 includ, dar nu se limiteazd la, pirilamin3,
cetirizind, levocetirizin si desloratadina.

Agentii anti-trombocitari includ, dar nu se limiteazi la, inhibitori de activare, inhibitori de
agregare, antagonisti de aderentd, medicamente anticoagulante (care nu vizeaza direct trombocitele) si
agenti care reduc cuantumul sau numirul de trombocite.

Exemple de inhibitori de activare includ, dar nu se limiteaz3 la, (1) inhibitori ai receptorului de
trombini PAR-1, cum ar fi SCH 530348 (vorapaxar), E-5555 (atopaxar), SCH79797, FR 171113, RW]J
56110, BMS-200661, RWI-58259, SCH205831, Pipal-7 pepducin, Plpal-12 pepducin; (2) inhibitori ai
receptorului de trombind PAR-4 cum ar fi ML 354, tcY-NH2, P4pal-10 pepducin, P4pal-il pepducin; (3)
FSLLRY-NH2 (antagonist de peptidd PAR-2); (4) antagonisti ai receptorului TxA2 cum ar fi AH 23,848,
SQ 29,548, sau R 68,070, S-1452, iozartan, seratrodast; (5) antagonisti ai receptorului de tromboxan cum
ar fi terutroban; (6) inhibitori ai receptorului de ADP P2Y12 cum ar fi ticlopidind, clopidogrel, prasugrel,
ticagrelor, cangrelor, elinogrel, AZD6140, AR-C69931, CoA; (7) inhibitori ai receptorului de ADP P2Y1
cum ar fi A2P5P, A3P5P, MRS2179, MRS2279, MRS2500, palmitoil-CoA (actionecazi de asemenea si
asupra P2Y12), si alti compusi din studiul SAR al lui Thalji si colab. 2010; (8) antagonisti de 5-HT2A
cum ar fi R-1012444, naftidrofuril, sarpogrelat, AT-1015; (9) inhibitori de tromboxan sintazd cum ar fi
dazoxiben, CS-518 (inhibitor de TXA?2 sintazi), SB 203580, U63557A, acid imidazo (1,5-2) piridin-5-
hexanoic; (10) inhibitori de COX-1 cum ar fi aspirina, NCX-4016, ridogrel, S18886, picotamida,
ramatroban (de asemenea si antagonist al receptorului de TXA2), SC-560, FR122047, mofezolac, P6,
TFAP, ibuprofen si naproxen (de asemenea si inhibitori de Cox-2); (11) inhibitori de COX-2 cum ar fi
triflusal (de asemenea si inhibitor de COX-1 si PDE), Etoricoxib, rofecoxib, celecoxib, mcloxicam; si
(12) inhibitori de PI3K cum ar fi AZD6482.

Exemple de inhibitori de agregare includ, dar nu sunt limitate la (1) Inhibitori de GPIa/Ila cum ar
fi EMS16; (2) inhibitori de GPVI cum ar fi anticorpi monoclonali si fragmente Fab de mAb 12A5; (3)
inhibitori de GPIIb/Illa cum ar fi abciximab, eptifibatidi, tirofiban; (4) inhibitori de PDE cum ar fi
dipiridamol (de asemenea si inhibitor de reabsorbtie a adenozinei), cilostazol (inhibitor de PDE3 care are
ca rezultat cresterea AMPc si PKA activatd), si (5) antagonisti ai receptorului de ADP. Alti inhibitori ai
agregirii trombocitare includ aspirind, clopidrogrel (Plavix®), aspirini/pravastatin, cilostazol, prasugrel,
aspirind/dipiridamol, ticagrelor, cangrelor, elinogrel, dipiridamol, si ticlopidina.

Exemple de antagonisti de adeziune (la fibrinogen) includ, dar nu sunt limitate la proteina-1
legata de ClqTNF, DZ-697b, RG 12986.

Exemplele de agenti anticoagulanfi netrombocitari includ, dar nu se limiteaza la warfaring;
inhibitori de Xa cum ar fi rivaroxaban, apixaban, edoxaban, betrixaban, darexaban, otamixaban; inhibitori
de trombind cum ar fi bivalirudin, hirudin, dabigatran, lepirudin, desirudin, argatroban, melagatran,
dabigatran, CDSO3, FDSO3, SDSO3, si inhibitori alorsterici de benzofurani sulfatati suplimentari
raportati de Sidhu si colab. lucrare pe hartie.

Exemple de agenti care reduc cuantumul sau numirul de trombocite includ, dar nu se limiteaza
(1) inhibitori de fosfodiesteraza cAMP (de exemplu, anagrelidd), 6,7-dicloro-1,5-dihidroimidazo-[2,1-
blchinazolin-2(3H)-oni sau 6,7-dicloro-1,2,3,5-tetrahidroimidazo[2,1-b]chinazolin-2-ond (Brevete U.S.
3.932.407; 4.146.718; RE31,617, Haematologica 1992 77:40-3), (2) anticorpi ai receptorilor de suprafatd
celulard exprimati specific de trombocite sau megacariocite, cum ar fi anticorpii receptorilor de
glicoproteind 1Ib/Illa, (3) majoritatea medicamentelor chimioterapeutice anticancerigene, cum ar fi
busulfanul (Br. J. Haematol. 1986 62:229-37), hidroxiuree (N Engl J Med 1995 332:1132-6), hepsulfan,
fosfor-32 (Br J Radiol 1997 70:1169-73), pipobroman (Scand J. Haematol 1986 37:306-9),
ciclofosfamida (J Cell Physiol 1982 112:222-8), anumiti agenti de alchilare si anumiti antimetaboliti, (4)
citokine, factori de crestere si interleukine cum ar fi alfa-interferon (Cancer Immunol Tmmunother 1987
25:266-73), gamma-interferon, factor de crestere transformator-beta, peptidd activatoare de neutrofile-2 si
analogii sdi (Brevet U.S. 5.472.944), proteina inflamatorie a macrofagelor si analogii sai ( Brevet U.S.
5.306.709), (5) compusi secretati fie de trombocite, fie de megacariocite, cum ar fi factorul trombocitar 4
(Brevet U.S. 5.185.323), factor de crestere transformator-beta, glicoproteina de 12-17 kD produsa de
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megacariocite, trombind si trombospondind si fragmentul sdu terminal amino (aminoacid 1-174) (J Lab
Clin Med 1997 129:231-8), si (6) alti agenti, inclusiv agenti anticheloizi, cum ar fi (Rizaben) (J Dermatol
1998 25:706-9); forskolina si factorul anti-maturare a splinei (Brevet U.S. 4.088.753).

Agentii anti-trombocitari pot fi, de asemenea, caracterizati ca agenti anti-trombotici, agenti
fibrinolitici, inhibitori directi ai trombinei, inhibitori ai receptorilor glicoproteinei IIb/Illa, agenti care se
leaga la moleculele de adeziune celulard si inhibd capacitatea globulelor albe de a se atasa la astfel de
molecule, blocante ale canalelor de calciu, blocante ale receptorilor beta-adrenergici, inhibitori ai
ciclooxigenazei-2 si inhibitori ai sistemului de angiotensina.

Agentii anti-trombotici sunt definiti ca agenti care previn formarea unui tromb sanguin printr-un
numdr de potentiale mecanisme si includ agenfi fibrinolitici, agenti anticoagulan(i si inhibitori ai functiei
trombocitelor.

Agentii fibrinolitici sunt definifi ca agenfi care lizeazd un tromb (de exemplu, un cheag de
sange), tipic prin dizolvarea fibrinei prin actiune enzimatica. Exemple de agenti trombolitici includ, dar
nu s¢ limiteaza la, ancrod, anistreplaza, lactat de bizobrin, brinolaza, fragmente de factor Hageman (adica
factor XII), molsidomini, activatori de plasminogen cum ar fi streptokinazi, activatori de plasminogen
tisular (TPA) si urokinazi, si plasmind si plasminogen. Agentii anticoagulanti includ, de asemenea,
inhibitori ai factorului Xa, factorului TFPI, factorului VIla, factorului IXc, factorului Va, factorului VIIIa
precum si inhibitori ai altor factori de coagulare.

Agentii anticoagulanti sunt agenti care inhibd calea de coagulare prin impact negativ asupra
producerii, depunerii, scinddrii si/sau activirii factorilor esentiali in formarea unui cheag de singe.
Agentii anticoagulanti includ, dar nu se limiteaz4 la, antagonisti ai vitaminei K, cum ar fi cumarini si
derivati de cumarind (de exemplu, warfarini de sodiu); glicozoaminoglicani cum ar fi heparinele atit in
forma nefractionat, cat si in formd cu greutate moleculard micd; ardeparinid de sodiu, bivalirudina,
bromindiond, cumarind dalteparind de sodiu, desirudind, dicumarol, liapolat de sodiu, mesilat de
nafamostat, fenprocumon, sulfatida si tinzaparina de sodiu.

Alfi agenti "anti-coagulan{i" si/sau "fibrinolitici" includ Plasminogen; Streptokinaza; Urokinaza:
Complex Activator de Plasminogen-Streptokinazd Anizoilat; Pro-Urokinaza; (Pro-UK); rTPA (alteplaza
sau activazd, r indicd recombinant); rPro-UK; Abbokinazi; Eminazi; Streptaza; Clorhidrat de Anagrelida;
Bivalirudin; Dalteparin de Sodiu; Danaparoid de Sodiu; Clorhidrat de Dazoxiben; Sulfat de Efegatran;
Enoxaparind de Sodiu; Ifetroban; Ifetroban de Sodiu; Tinzaparind de Sodiu; retaplaza; Trifenagrel;
Warfarin; Dextrani.

Inci alti agenti anticoagulanti includ, dar nu se limiteazi la, Ancrod; Solutic Anticoagulanti de
Citrat Dextroza; Solutiec Anticoagulantd de Citrat Fosfat Dextrozd Adenind; Solutic Anticoagulantd de
Citrat Fosfat Dextroza; Solutie Anticoagulantd de Heparind; Solufie Anticoagulantd de Citrat de Sodiu;
Ardeparin de Sodiu; Bromindiond; Desirudin; Dicumarol; Heparind de Calciu; Heparin de Sodiu;
Liapolat de Sodiu; Nafamostat Mesilat; Fenprocumon.

Agentii de lizare a cheagurilor includ, dar nu sunt limitati la, activator de plasminogen tisular,
streptokinaza si nimodipind.

Inhibitorii functiei trombocitelor sunt agenti care afecteazd capacitatea trombocitelor mature de
a-si indeplini rolurile fiziologice normale (adicd functia lor normald). Trombocitele sunt in mod normal
implicate intr-un numdr de procese fiziologice, cum ar fi adeziunea, de exemplu, la entitafile celulare si
non-celulare, agregarea, de exemplu, in scopul formirii unui cheag de singe si eliberarea de factori cum
ar fi factorii de crestere (de exemplu, factorul de crestere derivat din trombocite (PDGF)) si componentele
granulare trombocitare. O subcategorie de inhibitori ai functiei trombocitare este aceea a inhibitorilor
agregdrii trombocitare care sunt compusi care reduc sau opresc capacitatea trombocitelor de a se asocia
fizic cu ele insele sau cu alte componente celulare si non-celulare, excluzind astfel capacitatea
trombocitelor de a forma un tromb.

Exemple de inhibitori utili ai functiei trombocitelor includ, dar nu se limiteaza la acadezina,
anagrelidd, anipamil, argatroban, aspirind, clopidogrel, inhibitori de ciclooxigenazd cum ar fi
medicamentele antiinflamatoare nesteroidiene si compusul sintetic FR-122047, danaparoid de sodiu,
clorhidrat de dazoxiben, analogi de diadenozini 5',5"-P1,P4-tetrafosfat (Ap4A), difibrotida, diclorhidrat
de dilazep, 1,2- si 1,3- dinitrat de gliceril, dipiridamol, dopamini si 3-metoxitiramind, sulfat de efegatran,
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enoxaparind de sodiu, glucagon, antagonisti de glicoproteina IIb/Ila cum ar fi Ro-43-8857 si L-700,462,
ifetroban, ifetroban de sodiu, iloprost, ester metilic de izocarbaciclin, izosorbid-5-mononitrat, itazigrel,
ketanserin si BM-13,177, lamifiban, lifarizini, molsidomind, nifedipind, oxagrelat, antagonisti ai
factorului de activare a trombocitelor PGE cum ar fi lexipafant, prostaciclin (PGI2), pirazine, carbamat de
piridinol, ReoPro (adicd, abciximab), sulfinpirazond, compusi sintetici BN-50727, BN-52021, CV-4151,
E-5510, FK-409, GU-7, KB-2796, KBT-3022, KC-404, KF-4939, OP-41483, TRK-100, TA-3090, TFC-
612 si ZK-36374, 2,4,5,7-tetratiaoctan, 2,2-dioxid de 2,4,5,7-tetratiaoctan, 2,4,5-tritiahexan, theofillin
pentoxifillind, inhibitori de tromboxan si tromboxan sintetazd cum ar fi picotamidd si sulotroban,
ticlopidind, tirofiban, trapidil si ticlopidind, trifenagrel, trilinolein, 5,6-bis(4-metoxifenil)-1,2,4-triazine 3-
substituite, si anticorpi la glicoproteina IIb/Illa precum si cei dezvaluiti in Brevetul U.S. 5.440.020, si
medicamente anti-serotonin, Clopridogrel; Sulfinpirazoni; Aspirind; Dipiridamol; Clofibrat; Carbamat de
Piridinol; PGE; Glucagon; medicamente Antiserotoninice; Cafeind; Teofilind Pentoxifilini; Ticlopidina.

"Inhibitorii directi ai trombinei" includ hirudin, hirugen, hirulog, agatroban, PPACK, aptameri
de trombina.

"Inhibitorii receptorului glicoproteinei 1Ib/I1Ia" sunt atét anticorpi, cat si non-anticorpi si includ,
dar nu se limiteazi la ReoPro (abcixamab), lamifiban, tirofiban.

"Blocantele canalelor de calciu" sunt o clasi diversd din punct de vedere chimic de compusi cu
valoare terapeutica importanta in controlul unei varietiti de boli (Fleckenstein, Cir. Res. v. 52, (suppl. 1),
pag.13-16 (1983); Fleckenstein, Experimental Facts si Therapeutic Prospects, John Wiley, New York
(1983); McCall, D, Curr Pract Cardiol, v. 10, p. 1-11 (1985)). Blocantele canalelor de calciu sunt un grup
eterogen de medicamente care impiedicd sau incetinesc intrarea calciului in celule prin reglarea canalelor
celulare de calciu. (Remington, The Science and Practice of Farmacy, Nineteenth Edition, Mack
Publishing Company, Eaton, PA, pag. 963 (1995)). Majoritatea blocantelor canalelor de calciu disponibile
in prezent si utile conform prezentei invenfii apartin uneia dintre cele trei grupe chimice majore de
medicamente, dihidropiridinele, cum ar fi nifedipina, fenil alchil aminele, cum ar fi verapamilul si
benzotiazepinele, cum ar fi diltiazem. Alte blocante ale canalelor de calciu utile conform inventiei includ,
dar nu se¢ limiteazd la, amrinond, amlodipind, benciclani, felodipind, fendilind, flunarizing, isradipina,
nicardipind, nimodipind, perhexilend, galopamil, tiapamil si analogi de tiapamil (cum ar fi 1993RO-11-
2933), fenitoind, barbiturice, si peptidele de dinorfin, omega-conotoxina, si omega-agatoxina, si altele
asemenea si/sau sari acceptabile farmaceutic ale acestora.

"Agentii de blocare a receptorilor beta-adrenergici" sunt o clasd de medicamente care
antagonizeaza efectele cardiovasculare ale catecolaminelor in angina pectorald, hipertensiunea arteriald si
aritmiile cardiace. Blocantii receptorilor beta-adrenergici includ, dar nu se limiteazd la, atenolol,
acebutolol, alprenolol, befunolol, betaxolol, bunitrolol, carteolol, celiprolol, hedroxalol, indenolol,
labetalol, levobunolol, mepindolol, metipranol, metindol, metoprolol, metrizoranolol, oxprenolol,
pindolol, propranolol, practolol, practolol, sotalolnadolol, tiprenolol, tomalolol, timolol, bupranolol,
penbutolol, trimepranol, 2-(3-(1,1-dimetiletil)-amino-2-hidroxipropoxi)-3-piridencarbonitrilHC]l, 1-
butilamino-3-(2,5-diclorofenoxi)-2-propanol, 1-izopropilamino-3-(4-(2-ciclopropilmetoxietil)fenoxi)-2-
propanol, 3-izopropilamino-1-(7-metilindan-4-iloxi)-2-butanol, 2-(3-t-butilamino-2-hidroxi-propiltio)-4-
(5-carbamoil-2-tienil)tiazol,7-(2-hidroxi-3-t-butilaminpropoxi)ftalidd. Compusii identificati mai sus pot fi
utilizati ca amestecuri izomerice sau in forma lor levorotativa sau dextrorotativa.

Ciclooxigenaza-2 (COX-2) este o formd recent identificata de ciclooxigenaza. "Ciclooxigenaza"
este un complex enzimatic prezent in majoritatea tesuturilor care produce diverse prostaglandine si
tromboxani din acidul arahidonic. Medicamentele nesteroidiene, antiinflamatoare isi exercitd cea mai
mare parte a activitdtii lor antiinflamatorii, analgezice si antipiretice si inhiba contractiile uterine induse
de hormoni si anumite tipuri de crestere a cancerului prin inhibarea ciclooxigenazei (cunoscutd si sub
numele de prostaglandin G/H sintaza si/sau prostaglandin-endoperoxid sintazd). Initial, era cunoscutd o
singurd forma de ciclooxigenaza, "enzima constitutivd" sau ciclooxigenaza-1 (COX-1). Acesta si a fost
identificat initial in veziculele seminale bovine.

Ciclooxigenaza-2 (COX-2) a fost clonatd, secventializatd si caracterizatd initial din surse de
gdind, murind si umand (vezi, de exemplu, Brevet U.S. 5.543.297, eliberat in 6 August, 1996 lui
Cromlish, si colab., si cesionat lui Merck Frosst Canada, Inc, Kirkland, CA, intitulat: "Human
ciclooxigenase-2 cDNA and assays for evaluating ciclooxigenase-2 activity").

Un numdr de "inhibitori de COX-2" selectivi sunt cunoscuti in domeniu. Acestia includ, dar nu
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se limiteaza la, inhibitorii de COX-2 descrisi in Brevetul U.S. 5.474.995 "Phenyl heterocycles as cox-2
inhibitors"; Brevetul U.S. 5.521.213 "Diaryl bicyclic heterocycles as inhibitors of cyclooxygenase-2";
Brevetul U.S. 5.536.752 "Phenyl heterocycles as COX-2 inhibitors"; Brevetul U.S. 5.550.142 "Phenyl
heterocycles as COX-2 inhibitors”; Brevetul U.S. 5.552.422 "Aryl substituted 5,5 fused aromatic nitrogen
compounds as anti-inflammatory agents"; Brevetul U.S. 5.604.253 "N-benzylindol-3-yl propanoic acid
derivatives as cyclooxygenase inhibitors”; Brevetul U.S. 5.604.260 "5-methanesulfonamido-1-indanones
as an inhibitor of cyclooxygenase-2"; Brevetul U.S. 5.639.780 N-benzyl indol-3-yl butanoic acid
derivatives as cyclooxygenase inhibitors"; Brevetul U.S. 5.677.318 Diphenyl-1,2-3-thiadiazoles as anti-
inflammatory agents”; Brevetul U.S. 5.691.374 "Diaryl-5-oxygenated-2-(SH) -furanoncs as COX-2
inhibitors"; Brevetul U.S. 5.698.584 "3,4-diaryl-2-hydroxy-2,5-dihydrofurans as prodrugs to COX-2
inhibitors"; Brevetul U.S. 5.710.140 "Phenyl heterocycles as COX-2 inhibitors"; Brevetul U.S. 5.733.909
"Diphenyl stilbenes as prodrugs to COX-2 inhibitors”; Brevetul U.S. 5.789.413 "Alkylated styrenes as
prodrugs to COX-2 inhibitors”; Brevetul U.S. 5.817.700 "Bisaryl cyclobutenes derivatives as
cyclooxygenase inhibitors”; Brevetul U.S. 5.849.943 "Stilbene derivatives useful as cyclooxygenase-2
inhibitors"; Brevetul U.S. 5.861.419 "Substituted pyridines as selective cyclooxygenase-2 inhibitors";
Brevetul U.S. 5.922.742 "Pyridinyl-2-cyclopenten-1-ones as selective cyclooxygenase-2 inhibitors”;
Brevetul U.S. 5.925.631 "Alkylated styrenes as prodrugs to COX-2 inhibitors"; toate fiind atribuite de
reguld Iui Merck Frosst Canada, Inc. (Kirkland, CA). Inhibitori de COX-2 suplimentari sunt de asemenea
descrisi in Brevetul U.S. 5.643.933, atribuit lui G. D. Searle & Co. (Skokie, IL), cu titlul: "Substituted
sulfonylphenylheterocycles as cyclooxygenase-2 and 5-lipoxygenase inhibitors.” Aspirina este un
exemplu pentru un inhibitor de COX-2.

Un numdr dintre inhibitori de COX-2 identificati mai sus sunt promedicamente ale inhibitorilor
selectivi de COX-2 si isi exercitd acfiunea prin conversia in vivo la inhibitori de COX-2 activi si selectivi.
Inhibitorii COX-2 activi si selectivi formati din promedicamentele inhibitoare de COX-2 identificate mai
sus sunt descrisi in detaliu in WO 95/00501, publicati in 5 ianuarie, 1995, WO 95/18799, publicata in 13
iulie, 1995 si Brevet U.S. 5.474.995, eliberat in 12 decembrie, 1995. Avand in vedere invitaturile din
Brevetul U.S. 5.543.297, cu titlul: "Human cyclooxygenase-2 cDNA and assays for evaluating
cyclooxygenase-2 activity," o persoand cu calificare obisnuitd in domeniu ar putea fi capabild si
determine daca un agent este un inhibitor selectiv de COX-2 sau un precursor al unui inhibitor de COX-2
si, prin urmare, parte a prezentei inventii.

Medicamentele antiinflamatoare nesteroidiene includ, dar nu se¢ limiteaza la naproxen de sodiu,
diclofenac, sulindac, oxaprozin, diflunisal, aspirind, piroxicam, indometocin, ctodolac, ibuprofen,
fenoprofen, ketoprofen, acid mefenamic, nabumetoni, tolmetin de sodiu, si ketorolac trometamina.

In unele variante de realizare, agentul secundar poate fi un agent care inhiba producerea de IgM.,
IgG naturale si/sau activarea celulelor Bla si/sau B1b de citre LNP-uri. Astfel de agenti pot fi antagonisti
ai unui receptor de suprafati ai celulelor Bla (de exemplu, CD36 si C5a) sau ai celulelor Blb, de
exemplu, anticorpi sau inhibitori cu molecule mici care leagd receptorul de suprafatd si interfereaza cu
legarea acestuia la liganzii sdi inrudifi (de exemplu, componenta lipidicd) cum ar fi fosfatidilcolina in
anumite LNP-uri).

In alte variante de realizare, agentul secundar poate fi un agent care inhibi activarea
trombocitelor si/sau a sistemului complementului (cale clasica sau cale alternativd) de citre LNP-uri.
Astfel de agenti pot fi antagonisti de CD36, antagonisti de TLR sau antagonisti ai oricirei componente
din cascada complementului. Astfel de antagonisti pot fi anticorpi antagonisti specifici uneia dintre finte.
In unele exemple, antagonistii pot fi un inhibitor de proteazi care vizeazi una sau mai multe dintre
componentele de serin proteazi din sistemul complementului. Alti antagonisti de CD36 includ, dar nu
sunt limitati la, acid salvianolic sau metaboliti ai acestuia (de exemplu, RA si DSS), 3-cinamoil indol, 13-
pentil berberind, hexarelina sau anumiti acizi grasi cum ar fi DHA.

Trebuie infeles cd dezvdluirea are in vedere utilizarea unuia sau mai multor agen{i secundari
anteriori cu oricare dintre LNP-urile furnizate aici, incluzand, de exemplu, cele care cuprind o lipida
cationicd cum ar fi MC3, o lipida helper cum ar fi DSPC sau DOPE, o lipida structurald cum ar fi
colesterol, si o lipidd metoxi-PEGilatd cum ar fi DMG-PEG, incluzind atunci cind este utilizata o astfel
de lipidi metoxi-PEGilatd 1a un procent molar mai mare de 0,5% inclusiv 1,5%. Astfel, dezvaluirea ia in
considerare faptul cd LNP-urile care altfel ar declansa un rispuns trombocitar pot fi utilizate impreuna cu
agenti secundari care includ unul sau mai multi agenti secundari anti-trombocitari Astfel de combinatii
sunt destinate si reduca frecventa si/sau severitatea ABC-ului si toxicitatea legata de utilizarea LNP-ului
mn Vivo.
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De asemenea, sunt furnizate aici metode pentru reducerea raspunsurilor la medicamente, inclusiv
ABC-ului si a toxicitatii limitatoare de doza, asociate cu LNP-uri care incapsuleazi ARNm-uri.

ABC este un fenomen de prag, ceea ce inscamni cd doza dintr-un agent cum ar fi LNP-urile
trebuie s atingd un prag pentru a induce un ABC semnificativ clinic (substantial). In consecintd, se are in
vedere ca utilizarea unei doze mai mici decat pragul ar putea reduce ABC-ul sau preveni aparifia acestuia.
Alternativ, LNP-urile descrise aici pot scddea activitatea de stimulare a Bla si/sau Blb si/sau IgM
natural si astfel pot creste pragul de dozare.

In uncle variante de realizare, o metodd pentru reducerea ABC a LNP-urilor lipidice care
incapsuleazd un ARNm poate fi realizatd prin cel putin (i) administrarea la un subiect care are nevoie de
aceasta a unei prime doze de LNP-uri si (ii) administrarea la subiect a unei a doua doze de LNP-uri; in
care prima dozi, a doua dozd sau ambele sunt egale cu sau mai mici de aproximativ 0,3 mg/kg. De
exemplu, prima dozd, a doua doza sau ambele pot fi egale cu sau mai putin de 0,2 mg/kg sau 0,1 mg/kg.
In uncle exemple, prima dozi, a doua dozi sau ambele pot varia de la aproximativ 0,1-0,3 mg/kg.
Intervalul dintre prima doza si a doua doza poate fi mai mic de 2 sdptdmani, de exemplu, mai mic de 10
zile, mai mic de 1 sdptimani, mai mic de 4 zile sau mai mic de 2 zile. Cand sunt necesare doze ulterioare,
pot fi utilizate aceleasi doze mici descrise aici. Intervalul dintre doud doze consecutive poate fi mai mic
de 2 sdptidmani, de exemplu, mai mic de 10 zile, mai mic de 1 sdptdmand, mai mic de 4 zile sau mai mic
de 2 zile.

Toxicitatea limitatoare de dozid, cum ar fi CARPA, se¢ referd la efectele secundare ale unui
medicament sau altui tratament care sunt suficient de grave pentru a preveni cresterea dozei sau a
nivelului de tratament. Este avut in vedere cd, utilizarea unor scheme de tratament care ar putea menfine
nivelul seric al LNP-urilor sub pragul de declansare a toxicititii de limitare a dozei semnificative din
punct de vedere clinic ar reduce o astfel de toxicitate sau ar preveni aparitia acesteia.

In consecintd, este furnizat aici o metoda pentru livrare de nanoparticule lipidice (LNP-uri) care
incapsuleazd un ARNm la un subiect fird a promova toxicitatea legatd de LNP. O astfel de metodd
cuprinde administrarea unei cantititi de LNP-uri la un subiect in timpul unei perioade, in care nivelul
seric al LNP-urilor la subiect in timpul perioadei de administrare nu este suficient pentru a induce
toxicitatea legatd de LNP. Toxicitatea legati de LNP poate fi coagulopatie, coagulare intravasculard
diseminatd (DIC), tromboza vasculard, pseudo alergie legatd de activare (CARPA), rispuns in faza acutd
(APR) sau o combinatie a acestora.

Face parte din cunostin{ele celor de specialitate in domeniu selectarea unor doze adecvate de
LNP-uri care incapsuleazd ARNm-ul si durata administrarii (de exemplu, perfuzie), astfel incat sa se
mentind nivelul seric al LNP-urilor sub prag. De exemplu, atunci cind este necesard o doza mare pentru a
atinge efectele terapeutice dorite, poate fi utilizati o perioadd mai lungd de administrare. Aparitia oricirei
toxicitdti care limiteazi doza poate fi monitorizata prin abordari conventionale in practica medicald. Doza
si perioada de administrare pot fi ajustate la aparifia oricirui simptom asociat cu toxicitatea. In unele
exemple, doza de LNP-uri poate fi mai mica de 1 mg/kg, de exemplu, 0,5 mg/kg, 0,3 mg/kg, 0,2 mg/kg,
sau 0,1 mg/kg. In alte exemple, doza de LNP poate varia de la 0,5 la 1 mg/kg (de exemplu, 0,3 la 0.5
mg/kg). Perioada de administrare poate varia de la 30 de minute la 3 ore, de exemplu 1-2 ore. In unele
cazuri, perioada de administrare nu este de mai putin de 1 ord, de exemplu, nu mai pufin de 1,5 ore, nu
mai putin de 2 ore, nu mai putin de 2,5 ore, sau nu mai putin de 3 ore.

In oricare dintre metodele descrise aici, ARNm-ul incapsulat in LNP-uri poate fi un ARNm
terapeutic, care poate codifica o proteind terapeutici. ARNm-ul incapsulat in LNP-uri poate fi, de
asemenca, un ARNm care codifici un antigen de vaccin. In unele cazuri, ARNm-ul incapsulat in LNP-uri
poate codifica mai multe proteine. In unele variante de realizare, LNP-urile utilizate in aceasti metodi pot
fi oricare dintre LNP-urile descrise aici.

EXEMPLE
Exemple de metode de testare:
1. Teste pe bile prin citometrie in flux:

Bile de latex de streptavidind CML (Polysciences Inc) au fost cuplate cu DSPC biotinilat (bile de
6 mm) sau PEG biotinilat (bile de 10 mm) urméand recomanddrile producatorului. Bilele cuplate (cuplate
cu DSPC si cuplate cu PEG) au fost incubate cu ser diluat de la soareci injectati cu diferite LNP-uri timp
de 30 de minute la temperatura camerei. Dupd spilare, bilele au fost apoi incubate cu IgM IgG de sobolan
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anti-soarece (BD biosciences) timp de 15 minute la temperatura camerei. Dupd spélare, celulele au fost
resuspendate in PBS + 2% BSA si analizate prin citometrie in flux cu un BD Fortesssa (BD Biosciences).
Titrurile de IgM anti-LNP au fost calculate pe baza curbei standard obtinute cu un anticorp monoclonal
IgM anti-PEG. Analiza a fost efectuatd cu FlowJo si Prism Software.

2. Test de activare a trombocitelor in vitro cu LNP-uri sau componente de LNP-uri

Probe de singe au fost colectate in BD Vacutainer de 6 ml care contine 1 mL anticoagulant de
citrat dextroza (BD biosciences) si centrifugate fard accelerare si fard frnd la 200 x g, 22°C, timp de 20
de minute. Stratul superior, transparent, de plasmi bogata in trombocite (PRP) a fost transferat intr-un tub
conic de 15 mL si spilat in PBS + 2% ser fetal de vitel. Dupd numirare, 10° celule au fost incubate la
temperatura camerei la diferite momente de timp cu diferite LNP-uri sau LPS sau diferite componente de
LNP-uri si colorate cu anti-CD41, CD31 si CD62P etichetate fluorescent timp de 20 de minute pe gheata.
Dupd spilare, celulele au fost fixate si analizate prin citometrie in flux cu un BD Fortessa (BD
Biosciences). Analiza a fost efectuatd cu FlowJo si Prism Software.

3. Agregarea trombocitari in vitro cu macrofage, celule B

Probe de singe au fost colectate in BD Vacutainer de 6 mL care contine 1 mL anticoagulant
citrat de dextrozi (BD biosciences). 10-25 mL de singe au fost incubati la temperatura camerei la diferite
momente de timp la temperatura camerei cu diferite LNP-uri sau LPS si colorate cu anti-CD41, CD11b,
CD19 si F4/80 etichetate fluorescent timp de 20 min pe gheatd. Dupd spilare, celulele au fost fixate si
analizate prin citometrie in flux cu un BD Fortessa (BD Biosciences). Analiza a fost efectuatd cu FlowJo
si Prism Software.

4. Test de activare a trombocitelor in vivo

Soareci au fost injectati intravenos cu diferite LNP-uri. Dupd diferite momente de timp, proba de
sange a fost colectatd in BD Vacutainer de 6 mL care contine 1 mL anticoagulant citrat de dextrozi (BD
biosciences) si centrifugatd fard accelerare si fard frand la 200 x g, 22 © C, timp de 20 de minute. Stratul
superior, transparent, de plasma bogata in trombocite (PRP) a fost transferat intr-un tub conic de 15 mL si
spilat in PBS+2% ser fetal de vitel. Dupd numérare, 10° celulele au fost colorate cu anti-CD41, CD31 si
CD62P etichetate fluorescent timp de 20 min pe gheatd. Dupd spilare, celulele au fost fixate si analizate
prin citometrie in flux cu un BD Fortessa (BD Biosciences). Analiza a fost efectuatd cu FlowJo si Prism
Software.

5. Agregarea trombocitelor in vivo cu macrofage, celule B

Soarecii au fost injectati intravenos cu diferite LNP-uri. Dupd diferite momente de timp, au fost
colectate probe de sange in Vacutainer BD de 6 mL continidnd 1 mL anticoagulant de citrat dextroza (BD
biosciences). 10-25 ml de sange au fost colorati cu anti-CD41, CD11b, CD19 si F4/80 ectichetat
fluorescent timp de 20 min pe gheatd. Dupd spdlare, celulele au fost fixate si analizate prin citometrie in
flux cu un BD Fortessa (BD Biosciences). Analiza a fost efectuatd cu FlowJo si Prism Software.

6. Test de activare a celulelor B splenice in vivo:

Splinele animalelor injectate cu LNP-uri fluorescente au fost colectate in tampon salin.
Suspensia celulard de splenocite a fost preparatd prin presarea usoard a splinei printr-o sitd celulard cu
plasd de a 70-uM (Fisher Scientific). Dupa spalare, celulele rosii din singe au fost lizate si celulele au fost
resuspendate in PBS+2% ser fetal de vitel. Dupd spilare si numirare, 103 celule au fost colorate cu anti-
CD19, CD86 si etichetate fluorescent CD69 timp de 20 min pe gheatd. Dupd spalare, celulele au fost
fixate si analizate prin citometrie in flux cu un BD Fortessa (BD Biosciences). Analiza a fost efectuati cu
FlowlJo si Prism Software.

7. Interactiunea LNP in vivo cu celulele B:

Splinele animalelor injectate cu LNP-uri fluorescente au fost colectate in tampon salin.
Suspensia celulard de splenocite a fost preparatd prin presarea usoard a splinei printr-o sitd celulard cu
plasd de 70-uM (Fisher Scientific). Dupa spalare, celulele rosii din singe au fost lizate si celulele au fost
resuspendate in PBS+2% ser fetal de vitel. Dupd spalare si numirare, 103 celule au fost colorate cu anti-
CD19 si etichetate fluorescent cu CDS5 timp de 20 min pe gheatd. Dupa spalare, celulele au fost fixate si
analizate prin citometrie in flux cu un (BD Biosciences). Analiza a fost efectuatd cu FlowJo si Prism
Software.

8. Test de activare a celulelor B splenice in vitro:

Splinele animalelor injectate cu LNP-uri fluorescente au fost colectate in tampon salin.
Suspensia celulard de splenocite a fost preparatd prin presarea usoard a splinei printr-o sitd celulard cu
plasd de 70-uM (Fisher Scientific). Dupa spalare, celulele rosii din singe au fost lizate si celulele au fost
resuspendate in PBS+2% ser fetal de vitel. Dupd numérare, 10° celule au fost incubate la 37C pentru
momentele de timp indicate cu diferite LNP-uri sau mediu. Dupd incubare, celulele au fost colorate cu
anti-CD19, CD86 si etichetate fluorescent cu CD69 timp de 20 de minute pe gheatd. Dupd spilare,
celulele au fost fixate si analizate prin citometrie in flux cu un BD Fortessa (BD Biosciences). Analiza a
fost efectuatd cu FlowJo si Prism Software.

9. Interactiunea LNP in vitro cu celulele B:



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

MD/EP 3386484 T2 2022.11.30
152

Splinele animalelor injectate cu LNP-uri fluorescente au fost colectate in tampon salin.
Suspensia celulard de splenocite a fost preparatd prin presarea usoard a splinei printr-o sitd celulard cu
plasd de 70-uM (Fisher Scientific). Dupa spalare, celulele rosii din singe au fost lizate si celulele au fost
resuspendate in PBS+2% ser fetal de vitel. Dupd numérare, 10° celule au fost incubate la 37C la
momentele de timp indicate cu diferite LNP-ului sau mediu. Dupa incubare, celulele au fost colorate cu
anti-CD19 si etichetate fluorescent cu CDS5 timp de 20 de minute pe gheati. Dupa spalare, celulele au fost
fixate si analizate prin citometrie in flux cu un BD Fortessa (BD Biosciences). Analiza a fost efectuata cu
FlowlJo si Prism Software.

10. Test de activare a celulelor B umane:

PBMC umane au fost izolate dupd separarea gradientului Ficoll. Dupi numirare, 103 celule au
fost incubate la 37C la momentele de timp indicate cu diferite LNP-uri sau mediu. Dupd incubare,
celulele au fost spalate si colorate cu anti-CD19, CD86 si marcate fluorescent cu CD69 timp de 20 min pe
gheatd. Dupd spdlare, celulele au fost fixate si analizate prin citometrie in flux cu un BD Fortessa (BD
Biosciences). Analiza a fost efectuatd cu FlowJo si Prism Software.

IgM Anti-PEG: In cateva dintre figuri, terminologia IgM anti-PEG este utilizati in general
pentru a se referi la IgM. Dacd IgM este detectatd 1a un moment dat mai devreme de 96 de ore dupa
livrarea LNP-ului, IgM este IgM naturald. Daca IgM este masuratd dupa 96 de ore, IgM poate fi IgM anti-
PEG si/sau IgM naturald. IgM naturald se leagd 1a motivul de fosfocolini mai degraba decat la PEG.

Exemplul 1.

2 x 103 splenocite sterile nefractionate au fost incubate cu 200 ng de ARNm EGFP formulati cu
PE+ sau PE- LNP PE-Rodamind. LNP a cuprins MC3, DMG-PEG (1,5%). DSPC si colesterol, ARNm
exprimdnd EGFP, si PE pentru vizualizarea prezentei LNP. Dupa 2, 4, 6, 24, 48 sau 120 de ore, celulele
au fost colorate pentru CD3 si CD19 si analizate prin citometrie in flux in ceea ce priveste absorbtia PE si
exprimarea EGFP. In paralel, 10° celule HeLa au fost incubate cu 100 ng de ARNm EGFP formulat cu
LNP PE-Rodamind si exprimarea EGFP a fost urmaritd prin microscopie cu tehnologia IncuCyte PE =
ficoeritrina, fluorescenta la 562 nm. Fluorescenta PE demonstreaza prezenfa LNP-ului. Proteina cu
fluorescentd verde imbunitatitd (EGFP) odatd translatata are o lungime de undi de emisie maxima de 509
nm. Fluorescenta EGFP demonstreaza cd incircdtura LNP a fost translatata.

LNP-urile se asociaza sau sunt preluate in principal de celulele B (celule CD19+) si nu de
celulele T (celule CD3+) in conditii de culturd ex vivo, asa cum se aratd in FIG. 1. Splenocitele incubate
cu LNP-uri fard PE sau cu mediu singur nu prezinta fluorescentd PE-Rodamind, asa cum era de asteptat.

Evolutiile in cursul timpului referitoare la asocierea sau absorbtia de LNP de citre celulele T
CD3+ sau celulele B CD19+ sunt furnizate in FIG. 2A si, respectiv, 2B. Celulele B CD19+ asociaza
si/sau absorb LNP-ul rapid ex vivo la incubarea culturii si intr-o masurd mult mai mare decat celulele T
CD3+. Aproximativ 20% din celulele B CD19+ sunt pozitive la PE péni la aproximativ 48 de ore de
incubatie. Doar aproximativ 5% din celulele T CD3+ se coloreazi cu PE si numai dupa 48 de ore de
incubatie. Astfel, se pare cd celulele B asociaza si/sau preiau LNP-urile intr-o masurd mult mai mare si
mai rapid decéat celulele T.

Cu toate acestea, celulele B CD19+ nu exprima totusi incarcitura de ARNm a LNP, asa cum este
demonstrat in FIG. 3. Nu se observa fluorescentd EGFP de la celulele B CD19+. Timpii testati corespund
perioadei de timp in care a fost observati asocierea si/sau absorbtia maximi a LNP de catre CD19+ (adica
pand la 48 de ore inclusiv). Astfel, celulele B par sd asocieze si/sau si preia LNP-ul, dar nu exprima
incdrcdtura de ARNm a LNP-ului.

Pentru a evalua integritatea incdrciturii de ARNm EGFP in aceste experimente, a fost efectuat
un experiment martor in care celulele HeLa au fost incubate cu PE+ si PE-LNP, ambele cuprinzind
ARNm EGFP si a fost testatd fluorescenta PE si EGFP. Imaginile au fost obtinute folosind IncuCyte.
Dupid cum era de asteptat, celulele incubate cu PE+ LNP au prezentat fluorescentd rosie, in timp ce
celulele incubate cu PE-LNP nu. Ambele populatii de celule; totusi, verde fluorescent, indicind faptul ca
incdrcdtura de ARNm a LNP a fost exprimata in ambele populatii.

Exemplul 2.

Intr-un alt experiment, a fost analizat efectul splinei si populatiilor de splenocite asupra
actualizarii LNP si a exprimdrii incarcaturii de ARNm. Soareci CD-1 au fost splenectomizati si apoi
LNP-urile au fost injectate intravenos (i.v.). LNP-ul a transportat o incirciturd ARNm hEPO si a cuprins
MC3, DMG-PEG (1,5%), DSPC si colesterol. Concentratia proteinei hEPO in singe a fost masuratd dupa
o primi, a doua si a treia dozi de LNP, asa este prezentat in FIG. 4A. Nivelul de hEPO a scédzut la
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administrari succesive, atit la soarecii nesplenectomizati, ct si la soarecii splenectomizati. Datele sunt
reminiscente de la un fenomen accelerat de clearance a sangelui.

Nivelul anticorpului IgM anti-PEG a fost de asemenea masurat la acesti soareci dupa prima si a
doua doza de LNP, asa este prezentat in FIG. 4B. Nivelul de IgM anti-PEG a scidzut intre prima si a doua
doz3, dar numai la soarecii nesplenectomizati. Soarecii splenectomizati, pe de altd parte, au avut niveluri
mai scdzute de IgM anti-EPG in ambele momente si nu au prezentat o astfel de scidere a nivelului de IgM
dupi a doua doza.

Exemplul 3.

2 % 10° Celulele mononucleare din singele periferic purificat Ficoll (PBMC-uri) au fost incubate
cu 200 ng de ARNm EGFP formulat cu LNP PE-Rodamind. Dupa 2, 4, 6, 24 de ore, celulele au fost
colorate pentru CD3 si CD19 si analizate prin citometrie in flux pentru absorbtia PE si exprimarea EGFP.
LNP-ul a cuprins MC3, DMG-PEG (1,5%), DSPC si colesterol.

Au fost observate nivelurilor crescatoare de absorbtie a LNP PE+ de citre celulele B CD19+
circulante dupd 2 pani la 24 de ore de incubare, asa este prezentat in FIG. 5. Dupd cum era de asteptat, nu
a fost observata fluorescentd PE in celulele incubate cu PE-LNP sau cu mediu singur. Evolutia in timp
este ilustratd in FIG. 6A care aratd cd asocierea si/sau absorbtia de LNP au crescut constant de la 2 ore la
24 de ore. Absorbtia de LNP de citre celulele B circulante este similard cu cea observatd in celulele B
splenice. FIG. 6B arati ca nu are loc exprimarea EGFP in celulele B CD191 circulante, similar cu celulele
B splenice.

Exemplul 4.

2 % 10° splenocitele sau PBMC-uri au fost incubate cu 200 ng de ARNm EGFP formulat cu LNP
cuprinzand PE-Rodamini sau LNP fard PE-Rodamini ("non-PE-Rodamini"). Dupa 24 de ore, celulele au
fost colorate pentru CD3, CD19 si CD86 si analizate prin citometrie in flux in ceea ce priveste absorbtia
PE si reglarea ascendentd a CD86. Exprimarea CD86 a fost comparati intre celulele B incubate cu PE+
LNP-uri si PE-LNP-uri si intre celulele B care au preluat PE+ LNP-uri si celulele B care nu au preluat
PE+ LNP-uri. Secretia de IL-6 si TNF-alfa in supernatantul culturii celulare a fost masuratd prin ELISA
dupi 24 de ore de cultura.

Celulele B splenice si circulante care preiau LNP-urile sunt activate asa cum se mdsoara prin
reglarea ascendentd a CD86. FIG. 7 aratd cd, celulele B splenice si circulante sunt activate dupd incubarea
fie cu PE+, fie cu PE-LNP. Similar, FIG. 8 arati ca exprimarea crescutd a CD86 se coreleaza cu asocicerea
sau absorbfia LNP de citre celulele B splenice si circulante. FIG. 9 arata cd, celulele B splenice care
preiau LNP-urile sunt activate intr-o manierd dependenti de dozd de LNP. Activarea este un fenomen
tranzitoriu si incepe sa scadd dupd 24 de ore. Celulele B incubate cu PE+ sau PE-LNP timp de 24 de ore
secretd niveluri crescute ale citokinelor inflamatorii IL-6 si TNF-alfa (FIG. 10).

Exemplul 5.

2 x 10° splenocite au fost incubate cu PE+ LNP. Dupi 4 si 24 de ore, celulele au fost colorate
pentru CD3, CD19 si CD86 si analizate prin citometrie in flux in ceea ce priveste absorbtia PE si reglarea
ascendentd a CD86. Secretia de IL-6 si TNF-alfa in supernatantul culturii celulare a fost masuratd prin
ELISA dupa 24 de ore de cultura.

Celulele B splenice sunt absorbite de PE+ LNP gol 1a 4 ore (FIG. 11B) si 24 de ore (FIG. 11A si
11B). Absorbtia LNP PE+ gol de citre celulele B splenice este similard cu cea observatd cu LNP-uril PE+
care transportd incarcaturd de ARNm EGFP. LNP-ul PE+ gol a fost capabil si activeze celulele B, asa
cum este demonstrat de cresterea exprimirii CD86. Celulele B splenice sunt activate de LNP-uri PE+
goale intr-o manierd dependentd de doz3, asa este prezentat in FIG. 12A. Similar, PE+ LNP gol au fost
capabili sd inducd secretia de IL-6 si TNF-alfa din celulele B splenice, asa este prezentat in FIG. 12B.
Exemplul 6.

2 x 103 splenocite de la soareci de tip sdlbatic (WT) si knockout ApoE-/- sau LDL-R-/- au fost
incubate cu 200 ng de ARNm EGFP formulat cu LNP PE+ sau PE-. Dupa 24 de ore, celulele au fost
colorate pentru CD3, CD19 si analizate prin citometric in flux in ceea ce priveste absorbtia de PE.
Secretia de IL-1alfa, KC-GRO si TNF-alfa in supernatantul culturii celulare a fost misurata prin ELISA.

Dupi este prezentat in FIG. 13A-13C, absorbtia de LNP la 24 de ore este partial eliminatd in
absenta ApoE sau in absenta receptorului de LDL. FIG. 13D ilustreaza faptul ca, celulele B de tip salbatic
si cele cu deficit de Apo secretd niveluri similare de TNF-alfa si KC/GRO care sunt mai mari decét
nivelurile secretate de celulele B cu deficit de LDLR dupa incubarca cu LNP. Celulele B de tip silbatic
secretd totusi niveluri mai mari de IL-1lbeta atit fatd de celulele B deficiente de Apo cat si de cele
deficiente de receptori LDL, dupd incubarea cu LNP.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

MD/EP 3386484 T2 2022.11.30
154

Exemplul 7.

2 x 10° splenocite au fost pre-incubate timp de 2 ore cu PEG liber sau cu IgG anti-PEG si apoi
incubate cu 200 ng de ARNm EGFP formulat cu PE+ sau PE-LNP. Dupd 24 de ore de incubare LNP,
celulele au fost colorate pentru CD3, CDI19 si analizate prin citometric in flux in ceea ce priveste
absorbtia de PE.

Absorbtia de LNP a avut loc chiar si dupd pre-incubarea celulelor B cu PEG liber sau cu anticorp
IgG anti-PEG, asa cum este prezentat in FIG. 14. Ca atare, o astfel de pre-incubare nu pare si concureze
cu LNP-ul care cuprinde PEG pentru legarea la celulele B. De asemenea, pre-incubarea cu anticorpi anti-
PEG nu pare si interfereze cu capacitatea LNP de a se lega de celulele B.

Exemplul 8.

Splenocite au fost incubate cu 200 ng de ARNm EGFP formulat cu PE+ LNP cuprinzand fie
PEG, PE-OH sau fiard PEG (fard PEG). Dupa 24 de ore, celulele au fost colorate pentru CD3, CD19 si
analizate prin citometrie in flux in ceea ce priveste absorbtia de PE.

Absorbtia de LNP lipsit de PEG (LNP "fard PEG") sau LNP cuprinzind hidroxi-PEG (PEG-OH)
a fost partial eliminata in comparatie cu LNP care cuprinde metoxi-PEG, asa este prezentat in FIG. 15 si
16. LNP fard PEG si LNP PEG-OH activeazi totusi o mica fractiune de celule B, asa cum este evident din
FIG. 17. Activarea celulelor B mediatd de non-PEG este evidentd. Activarea bazatd pe exprimarea CD86
pare s fie, de asemenea, dependenti de dozd, deoarece celulele B care preiau cantititi mai mari de LNP
prezinta niveluri mai ridicate de exprimare a CD86.
Exemplul 9.

Splenocite au fost incubate cu 200 ng de ARNm EGFP formulat cu diferite LNP PE+ sau PE-.
Aceste LNP-uri nu au avut fosfolipide ("fard fosfolipide") sau au cuprins DSPC, acid oleic, DOPC sau
DOPE ca lipida helper. In alte experimente, LNP-urile au cuprins fie PEG, PE-OH, DOPE PEG sau firi
PEG (lipsite de PEG). Dupa 24 de ore, celulele au fost colorate pentru CD3, CD19 si CD5 si analizate
prin citometrie in flux in ceea ce priveste absorbtia de LNP.

FIG. 18 prezintd absorbtia de LNP pentru LNP-uri care cuprind DSPC, acid oleic, DOPC si
DOPE ca lipida helper sau lipsite de o lipida helper. Absorbtia de citre celulele B a fost cea mai mare
pentru LNP-urile care cuprind DOPE, urmate de LNP-urile care cuprind DOPC si LNP-urile care cuprind
DSPC. Cea mai scazuti absorbtie de citre celulele B a fost observatd pentru LNP-urile care cuprind acid
oleic sau care nu au o lipidd helper. Aceste date indica faptul cd absorbtia celulelor B de catre LNP-uri
este partial dependent de continutul de fosfolipidd a LNP-ului.

FIG. 19 indica faptul cd absorbtia de LNP fird PEG sau PEG-OH se datoreazi in principal
prezentei celulelor B splenice CD19+ CD5+. Aceastd populatie de celule B CD5+ reprezintd celulele
Bla. Aceste celule sunt responsabile de producerea de IgM naturald. Absorbtia rimasa observatd cu LNP-
uri fard PEG si PEG-OH se datoreaza in principal celulelor B conventionale CD19+ CD5-. Aceste date
sugereaza cd utilizarea combinatd a hidroxi-PEG sau absenta PEG cu acid oleic ca lipida helper ar putea
conduce la absenfa sau absorbtia scidzutd a LNP de catre celulele B.

FIG. 20 indica faptul ca celulele B CD5+ sunt responsabile de absorb{ia majoritafii LNP-ului
cuprinzaind PEG-OH, DSPE si PEG, sau fiind lipsite de PEG. Celulele CD5- au fost responsabile de
absorbtia majorititii LNP-ului care cuprinde DMG-PEG. Absorbtia LNP-urilor fard PEG sau PEG-OH se
datoreaza in principal prezentei celulelor B murine splenice CD19+CD5+.

Exemplul 10.

Un studiu in vivo a diferitelor LNP-uri a fost intreprins pentru a se evalua efectul diferitelor
combinatii de fosfolipide si PEG asupra absorbtiei LNP de citre celulele B splenice. Grupurile martor si
de testare sunt rezumate in Tabelul 2 de mai jos. Diferitele LNP-uri au cuprins DMG-PEG si DSPC,
PEG-OH si DSPC sau DSPC fard PEG (lipsite de PEG). Toate LNP-urile au mai cuprins lipide cationice
MC3 si au purtat, de asemenea, ARNm EGFP. S-a administrat o singurd dozd de 0,1 mL doz3 de 0,1
mg/kg (concentratie 0,02 mg/mL) Tabel 2. Rezumatul grupurilor experimentale

EGrup Material de Testare/Martor §Vehicul §Formulare §Rut;'1 # de Doze # de femele
1 .............. PRSN/A ........... ............................................... ......................... :
2 ............ ARNmEGFP\yMC3DMGPEG(DSPC) ..... TV ....... 1 ................................................

3 ARNm EGFP y MC3  {PEG-OH (DSPC) IV il

4 ARNm EGFP v 'MC3  {FariPEG (DSPC) IV 1 ‘ \
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FIG. 21 arata ca exprimareca EGFP a fost observata in celulele T neconventionale T (CD37) si B
(CD19) in splind inca de la 1 ord dupa administrarea de DMG-PEG, PEG-OH si LNP-uri fard PEG. La 4
ore dupa administrare, nivelurile de exprimare ale EGFP au crescut in raport cu nivelul de la 1 ord in toate
grupurile de testare. Cu toate acestea, exprimarea a fost cea mai scizutd in grupul fard PEG.

FIG. 22A si 22B aratd ci absorbtia celulelor B in vive este similard cu absorbtia observatd ex
vivo si este partial dependentd de DMG-PEG. Absorbtia celulelor B a fost misurata la 1 ord dupd injectie
(FIG. 22A) si la 4 ore dupa injectie (FIG. 22B) cu PBS sau LNP cuprinzind DMG-PEG sau PEG OH, sau
LNP fara PEG (LNP-uri fara PEG).

Fig. 23A-23C arati ca absorbtia de citre celulele B a LNP cuprinzind DMG-PEG (FIG. 23A)
sau Cmpd418 (FIG. 23B) sau LNP fard PEG (FIG. 23C) are ca rezultat activarea celulelor B, asa cum este
indicat de exprimarea CD86, intr-un LNP, intr-o manierd dependentd de dozd. Absorbtia de LNP a fost
misuratd la o ord dupd injectiec (FIG. 23D) si la 4 ore dupd injectie (FIG. 23E) de PBS sau LNP
cuprinzand DMG-PEG sau PEG OH sau LNP-uri fard PEG. Absorbtia celulelor B este, de asemenea,
analizatd prin citometrie in flux (fig. 23A-23C). Nivelurile de activare sunt similare la 1 ord dupd
injectare intre diferitele LNP-uri. La 4 ore dupd injectare, LNP-urile cuprinzind PEG OH sau lipsite de
PEG au fost mai pufin stimulatoare decét au fost LNP-urile care cuprind DMG-PEG.

Celulele B CD19+ au fost colorate si analizate individual. Au fost examinate coloratia LNP (PE,
rosu) si suprapunerea dintre colorarea LNP si CD19 (verde). LNP-urile sunt localizate in principal in
membrana celulelor B. Au fost observate mai putine LNP-uri fard PEG si LNP-uri care cuprind Cmpd418
in membrand, comparativ cu LNP-uri care cuprind DMG-PEG.

In continuare, a fost analizati absorbtia LNP-urilor de citre celulele B CD5+. Rezultatele sunt
prezentate in FIG. 24A-24B. Absorbtia de LNP prin absorbtia de celule B CDS* in vivo este usor scazut
cand LNP-ul cuprinde PEG-OH sau cind LNP-ul nu are PEG. Absorbtia de LNP este mdsurati 1a 1 ord
dupa injectare (FIG. 24A) si la 4 ore dupi injectarea (FIG. 24B) de PBS, sau LNP cuprinzind DMG-PEG
sau PEG OH sau LNP-uri fard PEG.

Celulele B CD5+ au fost colorate si analizate individual. Au fost examinate colorarea LNP (PE,
rosu) si suprapunerea dintre colorarea LNP si CD19 (verde). LNP-urile sunt localizate in principal in
membrana celulelor B. Au fost observate mai putine LNP-uri fard PEG si LNP-uri care cuprind PEG-OH
la membrand, comparativ cu LNP-uri care cuprind DMG-PEG.

Exemplul 11.

Tabelul 3 prezintd un studiu conceput pentru a analiza efectele LNP-urilor care cuprind diferite
cantititi de DMG-PEG. Toate LNP-urile de testare au cuprins lipide cationice MC3, lipide helper DSPC,
colesterol structural lipidic si au transportat o incirciturd de ARNm hEPO. LNP-urile diferd prin
confinutul lor de DMG-PEG cu un continut de DMG-PEG variind de la 0%, 0,25%, 0,5%, 0,75%, 1%,
1,25% s1 1,5%. Procentele reflectd un % mol teoretic A treia coloani a tabelului reda compozitia lipidica
a LNP exprimata ca % mol teoretic.

Tabelul 3. Proiectul studiului

. Indice
Compozitie mol %teoretic ARNm Diametru Pd %EE ug/ml Pentru200
; (nm) [final] ng
0%
PEG- MC3:DSPC:Col 50:11,5:38.5 hEPO 39,5 0,15 98 47 426
DMG
0,25% . -Col: .
PEG.- MC3:DSPC:Col:P  [50,11,25:38,5, hEPO  [56.2 0.12 s |52 [3.84
EG-DMG 0,25
DMG
0,5% ) AT
PEG- [ DSPCCOEP oy 113850 hepo 63 0.16 |08 4 55
EG-DMG
DMG
0,75% Carl- . .38 5
PEG- MC3 DSPC:Col:P  [50:10,75:38,5: hEPO  61.8 0.13 8 |50  |4.00
bMG  [EG-DMG 0,75
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1% | |
ppg  MCE3RDSPCCOLP oy 1053850 |hepo [57.6 0.14 los 53 |77
o [EG-DMG

1,25%
PEG-
DMG

MC3:DSPC:Col:P 50:10,25:38,5:

EG-DMG 1.25 hEPO 53,7 0,076 [98 |53 3,77

1,5%
PEG- [MC3:DSPC:Col:P
DMG |[EG-DMG

acetat

50:10:38,5:1,5 |hEPO 51,5 0,043 98 |54 3,70

Urmatoarele experimente au fost efectuate pentru a se determina efectul de crestere a
confinutului de DMG-PEG al LNP asupra activdrii splenocitelor murine si a celulelor B murine si a
absorbtiei LNP de citre celulele B murine. S-a observat colorarea PE+ (si astfel asocierea si/sau
absorbtia) celulelor B. Absorbtia de LNP este redusd semnificativ atunci cind procentul de DMG-PEG
este mai mic de 0,25%. Existd o crestere a celulelor PE inalte (absorbtie crescutd de LNP) atunci cind
procentul de DMG-PEG este mai mare de 0,5%. Setul complet de date este furnizat in FIG. 25, care aratd
cd absorbtia de LNP este redusd semnificativ atunci cand procentul de DMG-PEG este mai mic de 0,5%.
Procentul total de celule PE+ B este relativ constant pentru LNP-urile care contin DMG-PEG egal sau
mai mare de 0,5%.

Apoi, a fost analizatd activarea celulelor B, mdsurati prin exprimarea CD86, dupd absorbtia
LNP-urilor care au cantititi diferite de DMG-PEG. Aceste date sunt prezentate in FIG. 26. Exprimarea
CD86 a crescut pe suprafata celulelor B pe misurd ce procentul molar de DMG-PEG a crescut. Activarea
celulelor B este in concordanti cu absorbtia celulelor B. in plus, celulele cele mai activate sunt cele care
s-au asociat cu sau au preluat cel mai mult LNP (indicat ca LNP PE ridicat).

Exemplul 12.

Tabelul 4 prezinti un studiu conceput pentru a analiza efectele LNP-urilor care cuprind diferite
cantititi de DMG-PEG. Unele dintre LNP-urile testate au cuprins lipidele cationice MC3, lipidele
auxiliare DSPC, colesterolul lipidic structural si incarcitura ARNm hEPO. Unele dintre LNP-urile testate
au cuprins lipidele cationice MC3, lipidele auxiliare DOPE conjugate la rodamind, colesterolul lipidic
structural si transportd incarcituri ARNm hEPO. Pentru fiecare subset de LNP, cantitatea de DMG-PEG
a variat de la 0%, 0,05%, 0,1%, 0,15%, 0,2% si 0,25%. Procentele reflectd un % mol teoretic A treia
coloand a tabelului oferd compozitia lipidicd a LNP exprimata ca % mol teoretic.

Tabelul 4 Proiectul studiului

Compozitie mol % ARNm [Diametru [Indice |%EE jug/mL
(nm) Pd [ARNm]

0% PEG [MC3:DSPC:Col 50:11,5:38,5 hEPO 99,4 0,15 197 51
DMG
hEPO
0,05% MC3:DSPC:Col:PEG  [50:11,45:38,5: |hEPO  [89,8 0,12 197 53
PEG - DMG 0,05
DMG
hEPO
0,1% MC3:DSPC:Col:PEG  [50:11,4:38,5: hEPO  [85,8 0,11 97 63
PEG -DMG 0,1
DMG
hEPO
0,15% MC3:DSPC:Col:PEG ~ [50:11,35:38,5: |hEPO  [136,6 0,12 197 59
PFG -DMG 0,15
DMG
hEPO
0,2% MC3:DSPC:Col:PEG  [50:11,3:38,5: hEPO  [88,5 0,12 98 61
PEG -DMG 0,2
DMG
hEPO
0,25% MC3:DSPC:Col:PEG ~ [50:11,25:38,5: |hEPO  [122,9 0,15 197 56
PEG -DMG 0,25




10

15

20

MD/EP 3386484 T2 2022.11.30

157
DMG
hEPO
Fluor MC3:DSPC:Rodami 50:11,4:0,1:38, hEPO 151,8 0,15 95 46
0% PEG na-DOPE:Col 5
DMG
hEPO
Fluor MC3:DSPC:Rodami 50:11,35:0,1:38, |hEPO 120,8 0,16 96 50
0,05%  |na-DOPE:Col:PEG- 5:0,05
PEG DMG
DMG
hEPO
Fluor IMC3:DSPC:Rodamini- [50:11,3:0,1:38, hEPO 129,2 0,17 94 36
0.1% DOPE:Col:PEG- DMG [5:0,1
PEG
DMG
hEPO
Fluor MC3:DSPC:Rodamini-{50:11,25:0,1:3 hEPO 96 0,13 97 54
0.15% |DOPE:Col:PEG- 8,5:0,15
PEG DMG
DMG
hEPO
Fluor IMC3:DSPC:Rodamini- [50:11,2:0,1:38, hEPO | 93,5 0,14 97 47
0,2% DOPE:Col: PEG- DMG [5:0,2
PEG
DMGF
hEPO
Fluor MC3: DSPC:Rodamina-|50:11,15:38,5: HEPO | 88,6 0,12 97 54
0.25% |DOPE:Col:PEG- DMG (0,25
PEG
DMG
hEPO

Urmitoarele experimente au fost efectuate pentru a se determina efectul de scidere a
confinutului de DMG-PEG al LNP asupra absorbtiei LNP de citre celulele B si activirii celulelor B. A
fost examinata colorarea PE+ (si, prin urmare, asocierea si/sau absorbtia) celulelor B. Absorbtia LNP este
redusd semnificativ la toate concentratiile de DMG-PEG testate (adici toate sub 0,5%). Setul complet de
date este furnizat in FIG. 27, care arati cd absorbtia LNP este redusa semnificativ la toate DMG-PEG %
mol testate (adicd, 0-0,25 % mol). Existd o absenti sau o reducere semnificativd a captdrii LNP de citre
celulele B la aceste % mol de DMG-PEG mai mici. Existd o reducere semnificativd a activarii celulelor
B, masurati prin exprimarea CD86, pentru toate LNP-urile testate in comparatie cu LNP-urile care au 1,5
% mol DMG-PEG. Exprimarca CD86 in populatiile de celule B nu a aritat o absorbtic scdzuta,
intermediara si ridicatd a LNP cuprinzéind 0, 0,05, 0,1, 0,15, 0,2 si 0,25 % mol DMG-PEG (datele nu sunt
prezentate).

Exemplul 13.

Tabelul 5 prezintd un studiu conceput pentru a analiza efectul LNP-urilor care cuprind diferite
lipide helper si diferite chimii de conjugare PEG asupra absorbtiei unui astfel de LNP de cétre celulele B.
Toate LNP-urile testate au cuprins lipide cationice MC3 si colesterol lipidic structural. LNP-urile difera in
ceea ce priveste lipidele lor auxiliare cu unele LNP-uri cuprinzand acid oleic, DSPC, DOPE (conjugat cu
Rodamind), acid oleic si DOPE sau DSPC si DOPE. LNP-urile difera, de asemenea, in componenta lipida
PEGilata, unele LNP cuprinzind DMG-PEG si altele cuprinzand varianta Cmpd395. A doua coloana
ofera detalii cu privire la compozitia lipidelor LNP. A treia coloani ofera detalii cu privire la % mol din
ficcare componentd LNP. Structura variantei Cmpd395 este prezentatd in FIG. 31A.

Tabelul 5 Proiectul studiului

Compozitie mol% ARNm [Diametru  [Indice |%EE [[ARNmJ
(nm) Pd ug/mL
Oleic [MC3:Acid  oleic:Col[50:10:38,5:1,5 hEPO 101,6 0,11 97 65
PEG-DMG
Click [MC3:DSPC: Col: PEG |50:10:38,5:1,5 hEPO 67,4 0,19 97 58
C10  [Click C10
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Oleic  [MC3: Acid Oleic: 50:10:38,5:1,5 hEPO 99,4 0,2 89 35
Click [Col:PEG Click
C10 |CI10
Fluor [MC3: Acid Oleic: 50:9,9:0,1:38,5: hEPO 87,7 0,077 95 56
1,5
[Rodamini-
Oleic [DOPE:Col:PEG- DMG
Fluor [MC3:DSPC:Rodami  [50:9,9:0,1:38,5:1 |hEPO 74,6 0,19 97 57
na-DOPE:Col:PEG .5
Click [Click C10
C10
Fluo [MC3: Acid oleic 50:9,9:0,1:38,5:1,5 |hEPO 84,2 0,19 91 38
r :Rodamina-
oleic [DOPE:Col:PEG Click
click [C10
C10

Colorarea PE+ (si astfel asocierea si/sau absorbtia) celulelor B CD19+ pentru LNP-uri care
cuprind acid oleic, Cmpd395 si Cmpd404. Compozitiile LNP sunt identificate in FIG. 40. Setul complet
de date este furnizat in FIG. 28. LNP care cuprinde varianta Cmpd395 pare si aibd o absorbtic mai mare
de citre celulele B. Exprimarea CD86 in populatiile de celule B nu a aritat o absorbtie scazutd,
intermediara si ridicatd a LNP care cuprinde Cmpd395, Cmpd404 si, respectiv, acid oleic. Nu a existat
nicio activare in prezenta acidului oleic.

Exemplul 14.

Acest experiment a evaluat procentul unei populatii de celule B activate definite ca
(CD19+CD86+CD69+) in functiec de confinutul de DMG-PEG din LNP, in prezenta si absenta
Imiquimod. % mol de DMG-PEG au fost 0,25, 0,5, 0,75, 1, 1,25 si 1,5 % mol. Datele sunt prezentate in
FIG. 29A (fard Imiquimod) si 29B (cu Imiquimod). Activarea celulelor B este crescuti atunci cind
procentul de DMG-PEG este crescut. 0,5% din DMG-PEG pare sd constituie un prag, sub care celulele B
nu sunt activate sau sunt activate minim. Eliberarea de citokine proinflamatorii indusa de aceleasi LNP-
uri intr-o culturd ex vivo este prezentatd in FIG. 30A (IFN-gamma) si FIG. 30B (TNF-alfa). Datele
referitoare la secretia de citokine sunt in concordanti cu datele de activare a celulelor B. Cresterea
secretiei de citokine a fost observati atunci cAnd DMG-PEG % mol a fost crescut, cu 0,5% apdrand la un
prag sub care nu s-au observat sau niveluri scizute de secretie de citokine.

Exemplul 15.

In FIG. 31A-31D sunt furnizate variatii de proiectare a fosfolipidelor si substitutii pentru PC,
inclusiv lipide DSPC. Modificdrile pot functiona pentru a reduce asocierea LNP cu celulele B,
recunoasterea LNP de citre receptori si, in final, absorbtia de catre celulele B. Variatiile avute in vedere
includ, dar nu se limiteaza la modificarca gruparii PC de cap (FIG. 31A), miczul PC (FIG. 31B) sau prin
reducerea planaritatii lipidei (FIG. 31C). Alte variante sau substituti includ acid oleic modificat, asa cum
este prezentat in FIG. 31D.

Sunt de asemenea avute in vedere variatii ale DMG-PEG si acestea includ, de exemplu, variante
care au cozi lipidice mai scurte, un linker cu clic si/sau o grupare hidroxi terminald pe fragmentul PEG
(PEG-OH sau hidroxi-PEG). FIG. 32A prezintd structurile pentru variantele Cmpd394, Cmpd395,
Cmpd396 si Cmpd397. FIG. 32B prezinti exemplare Cmpd 398 si Cmpd 399.

Un tabel de parametri pentru un studiu cu doze repetate FFLuc cu diferite lipide PEG si/sau
alternative la PEG la soarece este prezentat in Tabelul 6. Acest studiu a fost conceput pentru a testa
efectul diferitelor componente LNP de stabilizare a suprafetei asupra productiei de 1gG. Toate LNP-urile
testate au cuprins lipidele cationice MC3, lipidele helper DSPC si colesterolul lipidic structural in aceleasi
proportii. Toate au continut, de asemenea, o incirciturd de ARNm Luc. LNP-ul diferd in lipidele
PEGilate. Raspunsul IgM anti-PEG sau anti-DSPC masurat prin citometrie in flux (bile) la 96 de ore dupa
administrarea celei de-a doua doze este prezentat in FIG. 33. LNP-urile PEG DMG, PEG DSPE sau PEG
DSG au indus rispunsuri anti-LNP. Datele prezentate in FIG. 34 prezintd IgM anti-PEG misurate prin
ELISA si IgM anti-PEG sau anti-DSPC masuratd prin citometrie in flux (bile) la 96 de ore dupa
administrarea celei de-a doua doze. IgM anti-PEG masurate prin ELISA si perle sunt similare si nu au
fost detectate diferente semnificative.
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Tabelul 6._M0del de studiu
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Exemplul 16

Au fost efectuate analize suplimentare folosind modelul de studiu prezentat in Tabelul 7 pentru a
evalua legarea diferitelor LNP la trombocitein vivo. LNP-urile testate sunt denumite DMG-PEG LNP
(cuprinzand DMG-PEG, lipida helper DSPC, lipida cationicd MC3, si lipida structurala colesterol), PEG-
OH LNP (cuprinzind PEG-OH, lipidd helper DSPC, lipida cationicA MC3, si lipidd structurala
colesterol), si LNP fard PEG (cuprinzand lipidd helper DSPC, lipida cationica MC3, si lipida structurala
colesterol, dar fard PEG).

Tabelul 7
Grup |Material Vehicu[Fofmulare  [Cale |[Regim f#din # #  [Nivel [Vol. [Conc| Vol [Masa
Testare/Mar |l dozare |dozd [din [din |dozd |dozd|doza [total jmin.
tor ma [fem |(mg/k [(mL [(mg/ [nec. [totald
scu lele |g) ) ml.)
li
PBS IN/A 1 6
ARNm MC3 |DMG-PEG [IV 1 6 (0,1 (0,1 10,02 0,84 10,016
EGFP G5 (DSPC) 3
ARNm MC3 |PEG-OH 1A% 1 6 (0,1 (0,1 002 0,84 |0,016
EGFP G5 (DSPC) 8
ARNm MC3 [Fara PEG|IV 1 6 (0,1 (0,1 10,02 0,84 10,016
EGFP G5 (DSPC) 3

Asociereca LNP cu trombocite este prezentati in FIG. 35. Procentul de LNP asociat cu
trombocite (asa cum este indicat de fluorescenta ficoeritrinei (PE)) este afisat la trei momente (15, 60 si
240 de minute) dupd administrarea de PBS, DMG-PEG care contine LNP, LNP care contine PEG-OH si
LNP fard PEG (de la stanga la dreapta pentru fiecare punct de timp). Aceste experimente au fost efectuate
pe trombocite purificate recoltate de la un subiect la diferite momente de timp. Dupd injectarca
intravenoasd, LNP-urile care confin DMG-PEG sunt asociate cu trombocite. Aceastd asociere a fost
rapida, dar tranzitorie; dupd 60 de minute nu va mai fi vizibild. DMG-PEG, si mai specific fragmentul
metoxi-PEG, a fost probabil responsabil pentru asocierea observatd a LNP, deoarece asocierea nu a avut
loc atunci cand a fost utilizat hidroxi-PEG (PEG-OH) in loc de DMG-PEG si nici nu a avut loc in absenta
oriciarui PEG (denumit fard PEG).

Activarea trombocitelor dupd administrarea LNP este prezentatd in FIG. 36. Activarea
trombocitelor (asa cum este indicatd de exprimarea markerului de activare a trombocitelor CD62P (MFI))
a fost misurata la trei momente (15, 60 si 240 de minute) dupa administrarea de PBS, DMG-PEG LNP,
PEG-OH LNP si LNP fard PEG (de la stanga la dreapta). LNP-urile sunt asa cum sunt descrise in Tabelul
7. Administrarea LNP-urilor a condus la cresterea exprimirii CD62P. Activarea este cea mai ridicatd in
grupul DMG-PEG, dar este misurabild si in grupurile PEG-OH si fard PEG. Activarea este detectabild la
15 minute dupd injectare si este maxima la 60 de minute dupd injectare. Ca si in cazul asocierii LNP cu
trombocite, activarea este tranzitorie si scade cu timpul.

Astfel, trombocitele par sd se¢ asocieze mai intdi cu LNP-ul injectat, dupd care astfel de
trombocite sunt activate. LNP-urile care cuprind DMG-PEG sunt capabile sd se asocieze cu trombocitele
in decurs de 15 minute de la administrare si apoi sd activeze trombocitele in 60 si 240 de minute de la
administrare. LNP-urile care cuprind PEG-OH si LNP fird PEG, pe de altd parte, nu demonstreazi o
asociere semnificativi cu trombocitele si totusi sunt inca capabile sa activeze trombocitele la momentele
de timp de 60 si 240 de minute. Nivelul de activare a trombocitelor observat cu PEG-OH si LNP fard
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PEG este usor mai mic decét cel observat cu DMG-PEG LNP. Astfel, este posibil ca trombocitele sa fie
activate chiar si fard o asociere apreciabild cu LNP-ul administrat. Este posibil ca asocierea DMG-PEG
LNP cu trombocite sa fie mai stabild decat este asocierea celorlalte tipuri de LNP-uri cu trombocitele si
cd, in timp ce este asociatd in vivo, o astfel de asociere se destrama in timpul testului.

De asemenea, a fost evaluata prezenta altor celule in agregatele trombocitare. FIG. 37A si 37B
aratd procentul de celule B B220+ si macrofage F4/80+ prezente in agregatele trombocitare dupd
injectarea intravenoasd de DMG-PEG LNP, PEG-OH LNP si LNP farda PEG. Sunt prezentate procentul
de celule B (asa cum este indicat prin colorarea B220+, FIG. 37A) si procentul de macrofage (asa cum
este indicat prin colorarea F4/80+, FIG. 37B) la trei momente de timp (15, 60 si 240 de minute) dupa
administrarea de PBS, DMG-PEG LNP, PEG-OH LNP si LNP fird PEG (de la stinga la dreapta).
Celulele B si macrofagele au fost asociate cu agregatele trombocitare. Macrofagele si celulele B s-au
asociat cu agregate trombocitare dupd administrarea tuturor celor trei tipuri de LNP (DMG-PEG LNP,
PEG-OH LNP si LNP fard PEG). Asocierea celulelor B a fost similard intre cele trei tipuri de LNP,
sugerand cd PEG a jucat un rol minim sau deloc in acest fenomen. Asocierea macrofagelor a variat usor
intre cele trei tipuri de LNP, cea mai mare asociere a macrofagelor fiind observatd cu LNP-urile
cuprinzind DMG-PEG. Diferente mai semnificative au fost observate la momentul de 240 de minute
pentru ambele tipuri de celule. Indiferent de compozitia LNP-ului si continutul de PEG, asocierea a fost
tranzitorie si a scdzut in timp. Interesant, chiar si in absenta unei "asocieri a LNP" observabile cu
trombocitele in prezenta PEG-OH LNP si LNP fard PEG (vezi FIG. 35), existi o prezentd detectabild a
celulelor B si a macrofagelor in agregatele trombocitare.

Au fost efectuate experimente suplimentare in vitro pentru a investiga aceste interactiuni
trombocitare. Trombocitele au fost incubate in vitro cu mediu, LPS sau LNP-uri cuprinzand lipida helper
DSPC (cuprinzand in plus lipida cationicd MC3, DMG-PEG si colesterol ca lipida structurald). Activarea
trombocitelor a fost evaluati prin exprimarea CD31 si CD62P in populatia de trombocite CD41+.
Trombocitele au fost activate rapid si puternic, asa cum este indicat de reglarea ascendentd a markerilor
de activare CD31 si CD62P, dupi contactul cu LNP-uri. Véarful de activare a trombocitelor a fost observat
la 15 minute, comparativ cu 60 de minute, atunci cand au fost administrate LNP-uri in vivo. DSPC LNP a
stimulat trombocitele intr-un grad mai mare decat LPS si mediu la fiecare moment de timp testat. Datele
sunt prezentate in FIG. 38 si 39A-39D.

Apoi a fost determinatd capacitatea LNP de a induce agregarea trombocitelor intr-un test de
sange integral. Datele sunt furnizate in FIG. 40A-40B. Celulele agregate au fost colectate si incadrate pe
baza exprimarii CD41 (prima coloand), imprastierii ridicate inainte si imprastierii laterale (a doua
coloand) si exprimdrii F4/80 (axa y) si CD11b (axa x) (a treia coloand) dupa contactul cu mediu (primul
rand), LPS (al doilea rAnd) si DSPC LNP (al treilea rind). Agregatele trombocitare au fost izolate pe baza
exprimarii CD41+ si FCS ridicat si SSC ridicat, asa este prezentat in a doua coloand pentru FIG. 40A.
Este prezentat procentul de celule agregate care sunt CD11b+ F4/80+ dublu pozitiv (macrofage) dupa
administrarea de mediu, LPS si DSPC LNP (de la stinga la dreapta) (FIG. 40B). LNP-urile DSPC au avut
ca rezultat un procent mai mare de macrofage in agregatele trombocitare.

FIG. 41A-41B arati gradul de celule B CD19+, macrofage CD11b+ si macrofage F4/80+ legate
la trombocite dupa incubarea singelui integral cu mediu, LPS si DSPC LNP timp de 30 de minute (FIG.
41A) si 120 de minute (FIG. 41B). Datele sunt de asemenea prezentate in fig. 42A si 42B (macrofage) si
FIG. 42C (celule B).

Un alt experiment a fost efectuat pentru a se evalua activarea trombocitelor, asa cum este indicat
de exprimarea CD31 si CD62P masuratd prin citometrie in flux, in functie de confinutul de lipidd LNP.
FIG. 43A-43B arati activarea pe baza exprimarii CD31 (FIG. 43A) si CD62P (FIG. 43B) dupa incubarea
trombocitelor LNP timp de 0, 10, 30 si 60 de minute (de la stinga la dreapta) cu mediu (martor), DSPC
LNP. DOPC LNP, DOPG LNP, DMG-PEG LNP, si LPS (de la stanga la dreapta). Prezenta DSPC si
DOPC activeaza puternic trombocitele in vitro. DMG-PEG activeaza trombocitele, dar activarea este mai
mica decat activarea cu DSPC sau DOPC. Absenta activdrii cu DOPG, in special in comparatie cu
activarea observatd cu DOPC, sugercazi cu tirie cd motivul PC este responsabil de activarea de cétre
DOPC si DSPC. Datele sunt prezentate de asemenea si in FIG. 44A-44B.

Exemplul 17.

S-au efectuat analize suplimentare utilizind proiectul studiului prezentat in Tabelul 8 pentru a se
evalua parametrii farmacocinetici si farmacodinamici ai primatelor non-umane splenectomizate (NHP-
uri).
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Tabelul 8 Proiect de studiu

INr. Grup Material [Nivel doza Volum dozd |Concentratie  [Nr. de animale

Testare  |(mg/kg/sdpt.) |(mL/kg)? Dozd (mg/mL)

Splenectomizate [Intacte

rhEPO

ARNm-

[ NP 0,20 5 0,04

*Dozele se vor administra cu o infuzie 60 minute la o ratd a infuziei de 5 mL/kg/ora.

In general, splina este singura locatie in care trombocitele intrd in contact cu limfocitele. La
contactul cu nanoparticulele lipidice (LNP-uri), trombocitele sunt activate rapid si puternic, asa cum este
demonstrat printr-o reglare ascendent atat a CD31 cét si a CD62, doi markeri de activare a trombocitelor
(FIG. 38, 39A-39D). O analiza de singe integral a ilustrat faptul cd trombocitele se agregd cu macrofagele
in prezenta LNP-urilor (figurile 40A-40B, 42A-42B). In splini, s-a demonstrat ci absorbtia LNP de citre
celulele B are loc rapid intr-o manierd geneticd in conditiile de culturd ex vivo, desi nu s-a observat o
absorbtie specificdi a LNP-urilor de citre celulele T (FIG. 2A-2B). Mai nmult, celulele B, in special
subsetul B1, s-au dovedit a fi activate dependent de dozd de LNP-uri goale (FIG. 12A-12B). S-a
demonstrat cd, atat celulele Bla, cat si B2b necesita splina, deoarece celulele Bla sunt libere si celulele
B1b isi pierd capacitatea de a secreta anticorpi dupd splenectomie (FIG. 46A-46B).

Au fost efectuate experimente pentru a se compara nivelul de tratament cu ARNm modificat a
primatelor non-umane si productia de eritropoietind in prezenta splinelor intacte, functionale (grupul
martor) si celor splenectomizate (NHP-uri) (Tabelul 8). Animalele (n=3 per grup) au suferit perfuzii de 60
de minute de thEPO ARNm-LNP la o ratd de 5 mL/kg/h (o concentratic de dozd de 0,04 mg/mL),
totalizand de 0,20 mg/kg/sdptamand. Au fost recoltate probe de singe inainte si dupa terminarea perfuziei
(pana la 48 de ore) timp de 29 de zile. Nivelurile de ARNm PKPD si productia de hEPO au fost misurate
folosind ADND si un ELISA pentru proteine.

In primul rind, a fost explorat efectul splenectomiilor asupra numirului de reticulocite.
Reticulocitele, globulele rosii imature, sunt supuse eritropoiezei pentru a se dezvolta in globule rosii
mature, un proces controlat de hormonul de eritropoictind (EPO). Splina filtreaza sangele, eliminind
infectiile si globulele rosii din circulatie, dar nu este vitald; Subiectii splenectomizati prezintd o adaptare a
organelor, rezultind o capacitate crescutd de a lupta impotriva infectiilor si de a elimina globulele rosii
vechi din circulatie. Dupd tratamentul cu LNP-ARNmod-hEPO asa cum este descris mai sus (zilele 1, 8,
15 si 29), nivelul reticulocitelor a crescut cu perfuzia de ARNm, in timp ce nivelul a scdzut la grapul NHP
intact (martor) dupi ziua 15. In grupul cu splenectomie, nivelul a scizut treptat dupi 15 zile (FIG. 47). S-
a constatat cd hematocritul este menfinut in grupul splenectomizat, precum si in aceleasi condifii de
tratament (FIG. 48).

Valorile ariei de sub curbA (AUC) si ale Ciax au fost determinate pe parcursul a 29 de zile si 5
demonstrat cd a existat o expunere sistemica la substantd (FIG. 49A-49B). Cpax reprezintd concentratia de
pic a substanfei sau a produsului substantei dupd administrare (FIG. 49C-49D). In NHP-urile
splenectomizate, nivelurile de ARNm si hEPO sunt mentinute sistemic prin dozare repetata (perfuzie IV)
pe parcursul studiului. Spre deosebire de grupul de NHP intact (martor), ARNm si hEPO scad
semnificativ incepand cu ziua 15 (Fig. 49A-49D).

Activarea complementului a fost, de asemenea, misurata si comparatd intre cele doud grupuri. S-
a descoperit cd NHP-urile splenectomizate au prezentat o activare suprimatd a complementului in
comparafic cu NHP-urile intacte (martor), asa cum au fost misurate prin indicatorii de activare a
complementului, C3a (FIG. 50A) si C5b9 (FIG. 50B). Mai mult, s-a constatat ca exprimarea citokinelor
este aproape absentd la NHP-urile splenectomizate (IL-6, FIG. 51A si IL-10, FIG. 51B). IgM anti-PEG
(FIG. 52A) 51 IgG anti-PEG (FIG. 52B) s-au dovedit, de asemenea, mult reduse in absenta splinei.

In rezumat, LNP-urile au interactiuni celulare multiple in vivo care determini efectul de ABC,
care include probabil un eveniment de detectie a cvorumului care include trombocite, monocite, grulocite
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si celule B. Un nod cheie pare a fi splina, ceea ce sustine in mare masura ipoteza cd ABC este condus de
functia celulei B1l. Celulele B1 sunt responsabile pentru IgM-urile naturale si pot recunoaste PEG,
fosfolipide si, eventual, cristale de colester, printre altele. Celulele B1b pot produce, de asemenea, 1gG
atunci cand sunt stimulate. Dupd cum a fost demonstrat mai sus, indepartarea splinei previne activarca
celulelor B (inclusiv a celulelor B1) care probabil contribuic in mare misurd la ABC. Animalele
splenectomizate au prezentat IgM/IgG sciazute pand la deloc la PEG, nici un clearance al ARN-ului sau
proteinei si o activare scizutd pand la deloc a citokinelor/complementului, ardtand ca, celulele B1 conduc
la un clearance accelerat a sangelui.

Exemplul 18

Exemplul 18 prezintd formuldri de LNP concepute pentru a reduce legarea CD36 si producerea
de IgM anti-PEG. Numeroase noi formuldri LNP incdrcate cu hEPO au fost preparate si testate pentru a
se determina efectul modificarilor lipidelor asupra nivelurilor de exprimare, de activare a celulelor B (de
exemplu prin CD36) si de producere de IgM anti-PEG. Fosfolipidele naturale disponibile comercial si
acizii grasi au fost incorporati in LNP-uri si supusi unui screening in paralel cu proiectarea si sinteza
analogilor de DSPC nenaturali. Fig. 54 este o schemd care ilustreaza inlocuirea unei fosfolipide cu o
grupare zwitterionic diferita.

Soarecii CD-1 au fost dozati sdptdmanal cu LNP-uri cu Cmpd405, Cmpd396, Cmpd406,
Cmpd394, Cmpd407, Cmpd403, Cmpd434, Cmpd406, Cmpd405 si Cmpd407. O doza repetatd a fost
administrati la 3 saptimani.

In studiu, exprimarea hEPO a fost misurati la 6 ore (pg/ml) si IgM anti-PEG a fost misurata in
saptimana a-2-a. Datele sunt prezentate in fig. 53A-53B Figurile. 53A-53B sunt un set de grafice care
ilustreaza productia de IgM anti-PEG dupa administrarea formularilor de LNP. PEG-lipida afecteaza
cantitatea de IgM Anti-PEG generatd in vivo la doza repetatd. Patru lipide PEG au demonstrat niveluri
scizute de IgM anti-PEG cu niveluri moderate de exprimare a hEPO. Cmpd396, Cmpd416, Cmpd403, si
Cmpd405. Cmpd413 a produs IgM PEG relativ ridicat. In general, lipidele PEG terminate cu hidroxi si cu
difuzie mai rapidd ofera niveluri reduse de IgM anti-PEG.

Mai multe formuldri de LNP au fost concepute pentru a se determina ce tip de modificari DSPC
ar reduce recunoasterea LNP-ului de citre CD36 pe celulele imune. Se crede, conform aspectelor
mventiel, cd activarea sistemului imunitar de citre DSPC este cauzatd de interactiunea cu CD36 pe
trombocite si celule B si/sau miez de glicerol. Gruparea de cap si planaritatea cozii lipidelor pe DSPC pot
juca un rol asupra capacititii moleculei de a interactiona cu liganzii CD36. In consecintd, au fost generate
mai multe DSPC-uri modificate, incorporate in lipide si testate in ceea ce priveste efectele asupra
celulelor B si trombocitelor.

A fost testat efectul analogilor naturali de PC asupra activirii si nivelurilor de exprimare a
celulelor. FIG. 55A-55B prezintd exprimarea ARNm Luc (FIG. 55A) si activarea celulelor B (FIG. 55B)
dupd administrarea formuldrilor de LNP la soarecii CD-1. Analogii de PC naturali au ca rezultat activarea
celulelor B si unii par si interfereze cu exprimarea (DOPG si DOPA) in testul efectuat. Cu toate acestea,
acidul oleic demonstreazd o reducere semnificativd a activarii celulelor B, menfinind in acelasi timp
niveluri suficiente de exprimare a Luc.

Mai multi derivati de acid oleic au fost sintetizati si testati in ceea ce priveste efectele asupra
nivelurilor de exprimare, activirii celulelor B si agregarii trombocitelor. Datele sunt prezentate in FIG.
56A-56E si 57A-57C. Structurile sunt prezentate in FIG. 56A. FIG. 56B este un grafic care ilustreaza
exprimarea CD86 (activarea celulelor B) si FIG. 56C este un grafic care ilustreazi nivelurile de exprimare
ale Luc, misurate prin fluxul total. FIG. 57A este un grafic care ilustreaza frecventele celulelor B activate
la 24 de ore dupd doza FIG. 57B este un grafic care ilustreazd agregarca trombocitelor 1a 15 minute dupd
doza. FIG. 57C este un grafic care ilustreazi recrutarea celulelor in agregatul trombocitar. Derivatii de
acid oleic prezintd o exprimare bund si o activare mai scdzutd in vitro a celulelor B in raport cu DSPC, asa
este prezentat in FIG. 56B (grafic care ilustreazd exprimarea CD86) si FIG. 56C (grafic care ilustreaza
fluxul total).

Au fost examinate profilurile de activare imuna a LNP-urilor de Cmpd 18 care confin derivati de
acid oleic. Derivatii de acid oleic au demonstrat profiluri de activare imund imbunditi{ite Datele sunt
prezentate in FIG. 58A-58B, 59 si 60A-60C. Efectele pozitive ale acidului oleic s-au mentinut pentru
Cmpd18. FIG. 58A ilustreaza nivelurile de exprimare a luciferazei masurate prin fluxul total 1a 6 ore dupd
livrarea la soareci CD-1. FIG. 58B ilustreazi activarea in vivo a celulelor B in splenocite de soarece la 24
de ore dupa administrare. FIG. 59 este un grafic care ilustreaza concentratia in timp a hEPO. O marja de
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exprimare imbunatititi cu o particuld conform inventiei, spre deosebire de MC3, a fost demonstratd cu
ARNm modificat chimic. FIG. 60A-60C sunt un set de grafice care ilustreaza un profil de activare imun
imbundtatit ca ARNm modificat chimic in formuldrile de LNP conform inventiei. FIG. 60A este un grafic
care ilustreaza activarea in vivo a celulelor B 1a 24 de ore dupi administrarea particulelor incircate cu
hEPO sau PBS. FIG. 60B este un grafic care ilustreaza concentratia IL-6 la 6 ore dupd administrarea
particulelor incarcate cu hEPO sau PBS. FIG. 60C este un grafic care ilustreazi concentratia de IP-10 la 6
ore dupa administrarea particulelor incarcate cu hEPO sau PBS.

Datele demonstreazi cd, mai multe alternative de DSPC, inclusiv acidul oleic si analogii de acid
oleic, pot fi formulate in LNP-uri si au ca rezultat o reducere a activirii celulelor Bin vivo. In plus, au fost
identificate alternative de PEG-lipidd (PEG-DMG) care au proprictiti de inducere reduse a IgM anti-PEG
prin difuzie mai rapida si hidrofobie de suprafati redusa.

Exemplul 19

Asocierea si activarea celulelor B utilizind noi formulari LNP care cuprind acid oleic si derivati
de PC sunt prezentate in Exemplul 19. Un studiu pentru determinarea efectului incorporirii in LNP a
acidului oleic si a derivatilor de PC asupra celulelor B, a fost configurat folosind materialele prezentate in
Tabelul 9. Caracteristicile particulelor rezultate sunt, de asemenea, prezentate in Tabelul 9.

Tabelul 9

Compozitie mol% ARNm [Diametru  [PDI %EE |ARNm
(nm) [ug/mL]
DSPC MC3:DSPC : Col:PEG-DMG  |50:10:38,5:1, [Luc 80,8 0,1 99 163
5

Compl160 MC3:Comp 160:Col:PEG-50:10:38,5:1, |Luc 76 0,1 98 65
DMG 5

Compl61 MC3:Comp 161:Col: PEG-50:10:38,5; [Luc 74 0,098 99 66
DMG 1,5

Compl162 MC3:Comp 162:Col:PEG-{50:10:38,5:1, |Luc 76,3 0,085 99 65
DMG 5

Compl163 MC3:Comp 163:Col:PEG-{50:10:38,5:1, |Luc 77,5 0,11 99 66
DMG 5

Compl64 MC3: Comp 164:Col:PE6-50:10:38,5:1, [Luc 70,1 0,069 98 59
DMG 5

Compl65 MC3: Comp 165:Col:PEG-50:10:38,5:1, [luc 74 3 0,12 96 60
DMG 5

Compl66 MC3:Comp 166:Col:PEG-{50:10:38,5:1, |Luc 70,3 0,073 99 66
DMG 5

Acid oleic [MC3: Acid oleic:Col:PEG-50:10:38,5:1, |Luc 80,6 0,093 97 67
DMG 5

Compl148 MC3: Comp 148: Col:PEG-50:10:38,5:1, [Luc 79,7 0,092 95 66
DMG 5

Compl157 MC3: Comp 157: Col:PEG-50:10:38,5:1, [Luc 75,8 0,094 97 63
DMG 5

Compl158 MC3: Comp 158: Col:PEG-50:10:38,5:1, [Luc 76,4 0,13 97 |65
DMG 5

Compl159 MC3: Comp 159: Col:PEG-50:10:38,5:1, [Luc 97,5 0,11 97 69
DMG 5

Comp393 MC3: Comp 393: Col:PEG-50:10:38,5:1, [Luc 134 0,12 80 60
DMG 5

Fluor IMC3:DSPC: Rodamini-50:9,9:0,1:38, [Luc 78,1 0,075 99 |68

DSPC DOPE:Col:PEG-DMG 5:1,5

Fluor MC3:DSPC: 50:9,9:0,1:38, [Luc 73,4 0,099 99 |68

Comp160 |Compl60:Rodamini- 5:1,5
DOPE:Col:PEG-DMG

Fluor MC3:DSPC: 50:9,9:0,1:38, [Luc 69,6 0,11 99 64

Compl61 |Compl61:Rodamini- 5 :1,5
DOPE:Col:PEG-DMG

Fluor MC3:DSPC: 50:9,9:0,1:38, [luc 72 0,1 99 64

Comp162 |Compl62:Rodamini- 5 :1,5
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DOPE:Col:PEG-DMG
Fluor MC3:DSPC: 50:9,9:0,1:38, |Luc 72,6 0,046 99 64
Comp163 |Compl63:Rodamini- 5:1,5

DOPE:Col:PEG-DMG
Fluor MC3:DSPC: 50:9,9:0,1:38, |Luc 67,3 0,11 99 63
Comp164 |Compl64:Rodamini- 5 :1,5

DOPE:Col:PEG-DMG
Fluor MC3:DSPC: 50:9,9:0,1:38, |Luc 74,8 0,16 97 66
Comp165 |Compl65:Rodamini- 5:1,5

DOPE:Col:PEG-DMG
Fluor MC3:DSPC: 50:9,9:0,1:38, [Luc 69,5 0,083 99 |68
Comp166 |Compl66:Rodamini- 5:1,5

DOPE:Col:PEG-DMG
Fluor AcidMC3:DSPC: Acid:Rodamini-{50:9,9:0,1:38, |Luc 83,7 0,12 97 78
Oleic DOPE:Col:PEG-DMG 5:1,5
Fluor MC3:DSPC: 50:9,9:0,1:38, |Luc 81,2 0,11 97 73
Comp148 |Compl48:Rodamini- 5

DOPE:Col:PEG-DMG :1,5
Fluor MC3:DSPC: 50:9,9:0,1:38, |Luc 78,8 0,11 98 67
Comp157 |Compl57:Rodamini- 5 :1,5

DOPE:Col:PEG-DMG
Fluor MC3:DSPC: 50:9,9:0,1:38, [Luc 83,8 0,078 98 60
Comp158 |Compl58:Rodamini- 5:1,5

DOPE:Col:PEG-DMG
Fluor MC3:DSPC: 50:9,9:0,1:38, [Luc 99 0,13 97 58
Comp159 |Compl59:Rodamini- 5:1,5

DOPE:Col:PEG-DMG
Fluor MC3:DSPC:Comp393:Rodami 50:9,9:0,1:38, [Luc 122,4 10,09 83 67
Comp393 [nd- DOPE:Col:PEG-DMG 5 :1,5

Datele sunt prezentate in FIG. 61-62. FIG. 61 este un grafic care ilustreaza absorbtia de LNP de
catre celulele B misuratd prin procentul de celule B PE+ CD19+. FIG. 62 este un grafic care ilustreazi
activarea celulelor B de citre LNP, masurat prin exprimarea CD86 pe celulele B.

Exemplul 20

Evaluarea in vivo a formuldrilor LNP care contin hEPO compuse din noi lipide PEG este
prezentatd in Exemplul 20. A fost efectuat un studiu in vivo pentru a examina efectele diferitelor lipide
PEG asupra nivelurilor de exprimare si a productiei de IgM anti-PEG. Studiul a implicat o comparatie a
diferitelor lungimi de coada de lipide (difuzie) si grupuri terminale - de exemplu, -OH (fatd de oMe) cu
linkeri click sau o grupare de amida. Structurile testate si proiectul experimental sunt prezentate in

Tabelul 10.
Tabelul 10
Grup |Material [Vehic |Comp Cale [Regim # dej# #  [Nivel |Vol|Conc. Vol [Masid min|
Testare/M [ul #/lipida Dozare |doze|mascu(fem [dozd Doz |Doza Total [totald nec
artor It ele [(mg/kg)jd |(mg/mL)|necesal(mg)
(mL r (ml)
)
1 PBS N/A |[N/A IV |o datid 8 0,05 0,1 (0,01 4,48 10,0448
spitdmana
1
2 hEPO MC3 [Fara PEG[IV o datid 8 0,05 0,1 (0,01 4,48 10,0448
spitdmana
1
3 hEPO MC3 408 IV |o datayd S 0,05 0,1 (0,01 4,48 10,0448
spatamain
al
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4 hEPO MC3 405 IV o datad |8 0,05 0,1 10,01 4,48 10,0448
spitdmana
1

S hEPO MC3 406 IV o datad |8 0,05 0,1 10,01 4,48 10,0448
spitdmana
1

6 hEPO MC3 396 IV o datad |8 0,05 0,1 10,01 4,48 10,0448
spitdmana
1

7 hEPO MC3 [394 IV o datad |8 0,05 0,1 001 4,48 10,0448
spitdmana
1

8 hEPO MC3 409 tv |0 datad |8 0,05 0,1 10,01 4,48 10,0448
spitdmana
1

9 hEPO MC3 410 DV o datad |8 0,05 0,1 001 4,48 10,0448
spitdmana
1

10 |hEPO MC3 [411 IV |o datad |8 0,05 0,1 10,01 4,48 10,0448
spitdmana
1

11 |hEPO MC3 [412 IV |o datad |8 0,05 0,1 10,01 4,48 10,0448
spitdmana
1

12 |hEPO MC3 [413 IV |o datad |8 0,05 0,1 10,01 4,48 10,0448
spitdmana
1

13 |hEPO MC3 [414 IV |o datad |8 0,05 0,1 10,01 4,48 10,0448
spitdmana
1

Nivelurile de exprimare ale hEPO din ARNm-ul livrat in LNP au fost misurate in sdptdmanile 1,
2, 3 si 4 dupd administrarea IV a LNP-ului. hEPO a fost exprimati prin fiecare dintre formularile de
ARNm-LNP. Nivelurile de exprimare au fost diminuate in DSG PEG OMe LNP in raport cu celelalte
formuldri.

Nivelurile de IgM anti-PEG au fost de asemenea detectate 1la 96 de ore dupd a doua si a treia
dozi de LNP. FIG. 63A-63B sunt un set de grafice care ilustreazi cantitatea de PEG IgM produsa 1a 96 de
ore dupd o a doua dozi de LNP (FIG. 63A) sau la 96 de ore dupd o a treia dozi de LNP (FIG. 63B).
Compusii testati corespund benzilor in urmitoarea ordine de la stinga la dreapta in ambele FIG. 63A si
63B: PBS, fard PEG, Cmpd408, Cmpd405, Cmpd406, Cmpd409, Cmpd410, Cmpd411, Cmpd412,
Cmpd413, si Cmpd414. DSG si DMG servesc ca martori relativ cunoscuti. Controlul DMG este crescut
de a treia a treia dozd. Multe dintre formularile noi au produs mai putine IgM decit martorul DMG.
Cmpd405, Cmpd396, Cmpd403 (coada unicd C18), Cmpd416 (coadd di-lipidicd), toate au prezentat o
inducere scazuti a IgM anti-PEG Cmpd405 si Cmpd396 dupd ambele doze au prezentat doar IgM PEG
minime. Cmpd396 a parut a fi cel mai bun candidat testat la producerea de PEG IgM minime.

In timp ce exprimarea hEPO s-a mentinut in general pentru toate grupurile, PEG-urile terminate
in OH au prezentat niveluri reduse de IgM anti-PEG. Lipidele C10 PEG au demonstrat, de asemenea, o
productie redusa de IgM anti-PEG.

Exemplul 21

Datele de titrare au fost generate pentru a determina efectul de titrare cu oleic si DSPC asupra
componentelor imune ale ABC/toxicitdtii. Nivelurile de oleic si DSPC in LNP-urile MC3 au fost reduse
(de exemplu, oferind niveluri reduse de colind). LNP-urile au fost incarcate cu hEPO si formulate asa
cum este prezentat in Tabelul 11. LNP-urile au fost administrate IV o datd pe siptimani timp de 4
saptamani la soareci.
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Tabelul 11
Grup [Material  |[Vehi [Formulare [Cale |Regim #de # [# [Nivel [VOl [Conc |Vol [Masd
testare/mart |cul dozare doze masc|fem |dozd |dozad |dozad total |min
or uli fele |[(mg/kg)(mL) |(mg/mL)nec. ftotalad
(mL) [nec.
(rng)
1 PBS IN/A [N/A IV o datal4 |8 0,05 0,1 0,01 4,48 (0,0448
spatiminal
2 hEPO MC3({0% IV o datd4 8 0,05 0,1 0,01 4,48 10,0448
spitdmanal
3 hEPO MC3|10% DSPC [IV [0 datd4 8 0,05 0,1 0,01 4,48 10,0448
spitdmanal
4 hEPO MC3[20%DSPC IV [o datd4 8 0,05 0,1 0,01 4,48 10,0448
spitdmanal
5 hEPO MC3[30%DSFC [IV o datd4 8 0,05 0,1 0,01 4,48 10,0448
spitdmanal
6 hEPO MC3(10% Acid{(V o datd4 8 0,05 0,1 0,01 4,48 10,0448
oleic spitimanal
7 hEPO MC320% AcidIlV o datal4 |8 0,05 0,1 0,01 4,48 (0,0448
oleic spitamanal
8 hEPO MC3[(30% AcidIlV o datd4 8 0,05 0,1 0,01 4i4 8 10,0448
oleic spitimanal
9 hEPO MC3(30% AcidllV o datd4 8 005 0,1 0,01 448 0.Q44
oleic& spatdmanal K
PEGOH
10 [|hEPO MC3[30% DSPC|IV |o datd4 8 0,05 0,1 0,01 4,48 10,0448
& PEGOH spatimanal
11 [|hEPO MC3[DSG IV o datd4 8 0,05 0,1 0,01 4,48 10,0448
PEGOMe spitdmanal

Datele sunt prezentate in FIG. 64-65. FIG. 64 este un grafic care ilustreaza exprimarca hEPO la
6 ore dupd administrarca o datd pe sdptdmani prin IV a formulirilor de ARNm hEPO - LNP in
saptamanile 1, 2, 3 si 4. Rezultatele indicd un raspuns la doza mai degraba decét o schimbare binara.
Cresterea cantitatii de acid oleic poate oferi beneficii suplimentare in producerea de particule stabile,
deoarece este doar aproximativ jumdtate din dimensiunea DSPC. FIG. 65 este un grafic care ilustreaza
productia de IgM anti-PEG la 96 de ore dupd o a treia doza de formulari de hREPO ARNm-LNP.
Exemplul 22

LNP-urile care cuprind din fosfolipide avind diferite grupari de cap au fost preparate si testate
intr-un studiu cu dozi unicd. Obiectivul studiului a fost de a evalua exprimarea pentru diferite grupe de
cap de fosfolipide in raport cu formularea standard DSPC. O singurd dozd de LNP MC3 avand diferite
fosfolipide cu gruppari de cap diferite a fost administratd IV la soareci CD-1. La 3, 6 si 24 de ore dupa
injectare au fost colectate 100 ul de sange timp de 15 minute.

Rezultatele sunt prezentate in FIG. 66. Fiecare fosfolipida este misuratd la trei momente de timp
(3, 6 si 24 de ore) dupd injectare. Structurile fosfolipidelor sunt prezentate in FIG. 69. Toate formularile
au fost bine exprimat (DOPA si DOPG au avut cea mai scdzuti exprimare).

Au fost sintetizate mai multe LNP-uri noi pentru a testa activarea celulelor Bla/B. Formularile
sunt prezentate in Tabelul 12.

Tabelul 12

: {Compozitie {%mol ARN  Diametru {Indice | %E [ARNm]
‘m (mm) Pd E  ug/mL

DSPC  MC3:DSPC:Chol:PEG-  i50:10:38,5:1,5  ihEPO 69,7 0,12 198 157
.DMG

Acid  MC3:Acid oleic:Chol:PEG- 50:10:38,5:1,5 10,7 0,088 i96 50 :
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éCompozigie g%mol gARN Diametru gIndice %E [ARNm]
‘ f f f ug/mL, ¢
999 omeMﬂPHEDMG
»ac1d olelc : : : .
1% PS MC3-DOPS: Acid $50:1:9:38,5:1,5 51
%9% Acid 5olelc.Chol.PEG -DMG
Oleic s s ; : : ,
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9% .G-DMG f

DSPC

Toate formularile au dus la o crestere a populatiei de celule B activate (CDI9+CD86+CD69+) in
comparatie cu un martor negativ. Cu toate acestea, inlocuirea DSPC cu acid oleic a condus la sciderea
nivelului de activare a celulelor B. Activarea celulelor B umane ex a fost de asemeneca cvaluatd prin
misurarea cliberdrii de citokine. FIG. 67A-67C sunt un sct de grafice care ilustreazi cliberarca de
citokine ca misurd a activdrii celulelor B umane ex vivo. Au fost misurate nivelurile de IFN-gamma
(FIG. 67A), L1-6 (FIG. 67B) si TNF-alfa (FIG. 67C). In FIG. 67A, au fost observate diferente
semnificative in eliberarea IFNg cu LNP-uri non-DSPC. Inlocuirea DSPC cu acid oleic conduce la o
scadere semnificativi a eliberirii de IFN-g. In Fig. 67B, au fost observate diferente semnificative in IL-6
cu LNP-uri non-DSPC. Substitutia DSPC cu acid oleic a condus la o scidere semnificativa a secretiei de
IL-6. Substitufia DSPC cu acid oleic a condus, de asemenea, la o sciddere semnificativd a secretiei de
TNF-a (FIG. 67C). Aceastd scadere a fost mai semnificativd decat sciderile observate cu IFN-g si IL-6.

De asemenea, a fost evaluatd activarea celulelor VB splenice. Rezultatele sunt prezentate in FIG.
68. FIG. 68 este un grafic care ilustreazi cuantumul de activare a celulelor B ca rezultat al diferitelor
formulari de LNP. Formularile de LNP, inclusiv acidul oleic, au demonstrat o activare redusi a celulelor
B splenice.
Exemplul 23

Au fost preparate si testate LNP-uri care cuprind noi derivati de PC si acid oleic in ceea ce
priveste impactul asupra exprimdrii Luc, agregarii trombocitelor si activarii celulelor B. LNP-urile au fost
formulate asa cum este listat in Tabelul 13 si administrate IV ca o singura doza la soareci CD-1. Lipidele
au fost inlocuitori de DSPC avand structuri asa este prezentat in FIG. 56A. Unele dintre lipide au o
grupare de cap modificatd similare PC. Altele au cozile modificate pentru a testa stabilizarea Cmpd 125
are au o grupare de cap Zwitterionica.
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ARN-urile sunt modificate cu N1-metilpseudouridind. Structurile lipidice sunt prezentate in FIG. 56A.

Rezultatele sunt prezentate in FIG. 70. FIG. 70 este un grafic care ilustreaza nivelurile de
exprimare Luc dupa administrarea de ARNm LUC incapsulat in diferite formulari LNP compuse din PC
noi si derivati de acid oleic la 3, 6 si 24 de ore dupad administrare. Nivelurile de exprimare au variat. Pe
misurd ce moleculele au devenit mai impiedicate steric, exprimarea pirca si scadi. Nivelurile de
exprimare pentru acidul oleic si derivatii sdi au ramas ridicate.

In vitro au fost, de asemenea, evaluate interactiunea si activarea Cmpd-LNP si celulele B
Datele sunt prezentate in FIG. 71A-71B 51 72A-72B.

FIG. 71A-71B sunt un set de grafice care ilustreaza interactiunea/asocierea celulelor B cu
diferite formuldri de LNP, asa cum este evaluatd printr-un procent de celule CD19+PE+. Mai multe
formuléri de LNP sunt descrise in FIG. 71A. Acidul oleic si Cmpd125 sunt reprezentati in FIG. 71B. FIG.
72A-72B sunt un set de grafice care ilustreaza activarea celulelor B cu diferite formulari LNP, asa cum a
fost evaluatd prin intensitatea fluorescentei mediand a exprimarii CD86. Mai multe formuldri de LNP sunt
descrise in FIG. 72A. Acidul oleic si Cmpd 125 sunt reprezentafi in FIG. 72B.

Exemplul 24

LNP-urile care cuprind noi derivati de PC si acid oleic au fost preparate si testate in ceea ce
priveste exprimarea, activarea trombocitelor si activarea celulelor B intr-un studiu cu doz3 unica in raport
cu formularea de DSPC standard. LNP-urile au fost formulate asa cum este listat in Tabelul 14 si
administrate I'V ca o singurd doz4 la soareci CD-I.
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ARN-urile sunt modificate cu N1-metilpseudouridini. Structurile lipidelor testate sunt prezentate
in FIG. 56D.

Datele sunt prezentate in FIG. 73A-73C. Exprimarca Luc cu diferite formulidri de LNP a fost
evaluatd printr-o misurare a fluxului total la 3 ore (FIG. 73A), 6 ore (FIG. 73B) si 24 de ore (FIG. 73C)
dupi o doza.

Exemplul 25

Maimutelor li s-a administrat hEPO ARNm (modificat chimic) in MC3-LNP 1X siptimanal
timp de 4 saptimani. Regimul de co-medicatie cu dexametazond orald in doza egald de mg/kg de om,
inhibitor COX-2 (veterinar), ranitidind si cetirizind a fost administrat asa cum este descris in literatura.
Metotrexatul a fost administrat sdptimanal pentru a se evalua inhibarea tintitd a celulelor B. Proiectul
experimental este prezentat in Tabelul 15.

Tabelul 15 ‘
:Grup iMaterial  de :Nivelul dozei ;Co- ‘Rata de dozare :Concentratia dozei:Numir de
Nr. testare medicatie  ;(mL/kg/h)

1 MC3e N/A 5

2 hEPO ARNm N/A 5

| in MC3 |

3 thEPO ARNm Metotrexat

: ‘in MC3

b Conce.ntra;ia de MC3 pentru grupul 1 este echivalentd cu concentratia de MC3 din grupun'lé 21a3.
N/A =nu se aplica.

Datele sunt prezentate in FIG. 91A-91B. FIG. 91A este un grafic care ilustreazd productia de
citokine (IL-6) in NHP-uri in ziva 1 si ziua 22 a regimurilor de co-medicatie. FIG. 91B este un grafic care
ilustreaza faptul cd, co-medicatia cu Gilenya reduce productia de IgM anti-Peg, in concordantd cu ABC
redus. Rezultatele aratd cd animalele tratate anterior par si aiba un titru IgM sau IgG pozitiv la linia de
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bazd ridicat. Cu toate acestea, unele animale nu au prezentat o crestere a IgM si/sau IgG dupa
administrarea de LNP. NHP-urile prezintd o frecventd ridicatd de raspuns Anti-PEG, fie IgM, fie IgG (-
50%). Mai multe regimuri de co-medicatic par si amelioreze ABC la primate, inclusiv Gilenya si
antitrombocitare/Syk/Dex/PI3Kdelta. Acest lucru are ca rezultat reducerea productici de IL-6 si a
raspunsurilor Ig anti-PEG reduse, asa este prezentat in FIG. 91A-91B. Co-medicatia pare sa
imbundtateascd exprimarea in ziua 1, indicand faptul ci au loc raspunsuri ABC initiale (FIG 91A).
Rezultatele regimurilor de co-medicatie sunt prezentate in Tabelul 16.

O Supdielg

SR fapthedeld

Exemplul 26

1. Testul CFSE

Celulele au fost izolate din splind prin zdrobirea fesutului printr-un filtru de 70 nm in prezenta
PBS. Dupa spilare, celulele rosii din singe au fost lizate cu tampon ACK. Dupid o spélare suplimentara cu
PBS, 2x10° celule per probi au fost colorate cu CFSE in PBS la temperatura camerei timp de 5 minute.
Imediat dupa incubare, reactia de colorare a fost stinsd cu 15 mL de mediu la temperatura camerei.
Celulele au fost apoi centrifugate si spélate de doud ori cu mediu. Celulele au fost apoi incubate timp de 3
zile la 37°C in prezenta unor diversi stimuli. Analiza a fost efectuatd folosind software-ul ModFit 4.1.
FIG. 92 arata ca celulele B prolifereaza in prezenta LNP-urilor DSPC.
2. Fluxul de calciu

Celulele au fost izolate din splind prin zdrobirea tesutului printr-un filtru de 70 nm in prezenta de
PBS. Dupi spalare, celulele rosii din singe au fost lizate cu tampon ACK. Dupi o spilare suplimentara,
2x10° celule per probd au fost colorate cu 5 uM de Calcium Sensor Dye eFluor® 514(#65-0959-39,
ebioscience) timp de 30 de minute la 37°C. Dupd o spalare suplimentard, celulele au fost colorate cu
CD19 pe gheata timp de 20 de minute. Celulele au fost apoi analizate prin citometrie in flux. O linie de
baz3 a fost obtinutd timp de 30 de secunde, apoi dupa adiugarea stimulului, semnalul a fost misurat timp
de 360 de secunde. Dupa adiugarea unui stimul pozitiv (cocktail de stimulare a celulelor #00-4970-03
cbioscience), semnalul a fost inregistrat pentru incid 30 de secunde. Analiza a fost efectuati folosind
software-ul FlowJo software. FIG. 93 aratd cd LNP-urile DSPC induc eliberarea de calciu in celulele B.
Exemplul 27

Studiile anterioare au caracterizat, in detaliu, eficacitatea redusd a nanoparticulelor PEGilate la
dozarea repetatd, cunoscut sub numele de fenomenul ABC. IgM anti-PEG generate ca rispuns la
administrarea de LNP, recunosc componenta lipidicd PEG a LNP, se leagd de LNP si le indeparteazi din
circulatie. Componenta fosfolipida a LNP, in special DSPC, activeazi atit trombocitele, cit si celulele B,
provocand eliberarea de citokine si "IgM naturald" care potenteaza si mai mult rdspunsul imun la LNP-
urile administrate, contribuind la ABC. Acidul oleic a fost identificat ca o alternativa la DSPC. Inlocuirea
DSPC cu acid oleic are ca rezultat o exprimare comparabild a proteinei din ARNm incapsulat, dar asigura
o activare redusd a celulelor B in comparatie cu formularea LNP standard, de exemplu, formularea LNP
pe bazi de MC3. De asemenea, sunt identificate mai sus, noi lipide PEG care pot fi utilizate ca lipide
PEG, de exemplu, alternative PEG DMG. Fard a fi legat in teorie, se crede ci astfel de noi lipide PEG
asigura reducerea generdrii de IgM anti-PEG prin difuzie mai rapidd (cozi mai scurte ale lipidelor) si
hidrofobie de suprafata redusd (-OH fata de -OMe).

Studii recente cu mai multe doze la soareci cu hEPO au identificat lipide PEG care ofera niveluri
bune de exprimare a proteinei si niveluri scizute de IgM Anti-PEG. Acest studiu a fost proiectat pentru a
testa astfel de lipide intr-un studiu de administrare repetatd la soareci, optional in combinatie cu noi lipide
amino cationice, in formuldri de LNP pentru administrarea de ARNm. Parametri specifici, cum ar fi
exprimarea proteinei, IgM anti-PEG, activarea celulelor B si exprimarea citokinelor in vivo au fost testate
pentru a diferentia LNP-urile pe baza eficacititii preferate.

Un studiu de trei siptdmani al noii combinatii PEG/Cmpdl18 si PEG/MC3 prin administrare
intravenoasa (IV) cu hEPO a fost efectuat la soareci In special, noi LNP-uri PEG MC3 si noi LNP-urile
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PEG Cmpd18 au fost preparate si testate cap la cap in ceea ce priveste exprimarea, activarea IgM anti-
PEG in celule B si exprimarea citokinelor iz vivo intr-un studiu cu doze multiple. Formuldrile de LNP au
fost administrate IV in trei doze cu volum fix la soareci CD-1. Mérimea in diametru (nm), indicele de
polidispersie (PDI), eficienta incapsularii (EE), concentratia de ARNm (ug/mL) si concentrafia de
endotoxind (EU/mL) au fost misurate pentru noile LNP-uri. Tabelul 1 prezintd misuritorile anterioare ale
LNP-urilor MC3 si Cmpd18 cu noi lipide PEG dupd administrarea primei doze. Asa cum arati datele din
tabelul 17, LNP-urile au avut o dimensiune, PDI si EE suficiente pentru administrarea in vivo.

P fadag

Mirimea in diametru (nm), indicele de polidispersie (PDI), eficienta incapsuldrii, concentratia de
ARNm (ug/mL) si concentratia de endotoxind a noului PEG LNP MC3 si a noului PEG LNPS SM86 au
fost de asemenca mésurate la trei saptdmani dupa dozare Aceste date sunt prezentate in Tabelul 18 de mai
jos. Datele din tabelele 17 si 18 aratd ca, caracteristicile fizico-chimice atit pentru LNP-urile MC3, cat si
pentru Cmpd18 au rimas constante pe tot parcursul studiului. In plus, EE si dimensiunea noului LNPS
prezentate in Tabelele 17 si 18 sunt cuprinse in intervalele recunoscute in domeniu.

.................................................................................................................................................................................................................................

‘Animal ! ;Diametru (nm) §Indice Pd

1 IMC3: Comp422 63,8 10,089

2 'MC3: Comp416

e R

T e

5 :MC3: Comp396 :

B~ e e
s T p— T B TR
8 :Comp 18: Comp416 130,4 0,1 96

9 {Comp18: Comp405 1103,1 0,18 :

— P ag— S fgr—
Fa— o G e B
12 {Comp18: Comp430 86,5 0,11 97 186

Date suplimentare sunt prezentate in FIG. 74A-74B. FIG. 74A-74B prezinti exprimarea hEPO la
6 ore dupd administrarea IV o datd pe sdptdmani a formulirilor de hEPO ARNm - LNP in siptimanile 1,
2 si 3. Datele aratd o exprimare superioard pentru LNP-urile pe bazd de Cmpd 18 si alte dovezi ale
exprimdrii proteinelor apreciabile cu mai multe dintre noile lipide PEG testate.

Exprimarea citokinelor in LNP-urile MC3 si Cmpd 18 este prezentatd in Tabelele 19-22.
Proteina 10 inductibild cu IFN-y (IP-10) este o chemokina implicat in inflamatie, iar interlukina 6 (IL-6)
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este o citokind proinflamatoare. Sunt date concentratii (pg/mL) de IP-10 (Tabelul 19) si IL-6 (Tabelul 20)
la 6 ore dupd administrarea LNP-urilor MC3 si Cmpd 18 in sdptdmana 1.
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Concentratiile (pg/mL) de IP-10 si IL-6 1a 6 ore dupd administrarea LNP-urilor MC3 si SM86 in
saptimana 2 sunt date in Tabelele 21 si, respectiv, 22. Aceste date demonstreaza cd mai multe dintre noile
lipide PEG testate asigurd niveluri scizute de exprimare a chemokinei/citokinei inflamatorii, in special,
atunci cand unele dintre noile lipide PEG sunt formulate in combinatic cu Cmpd 18 ca amino lipidd
cationica.
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In FIG. 75, au fost misurate nivelurile de IgM anti-PEG (ng/mL) la 96 de ore dupi a doua dozi.
Datele din acest grafic aratd niveluri reduse de IgM anti-PEG generate pentru noile lipide PEG. Datele
discutate mai sus aratd ci, clearance-ul sanguin accelerat nu a fost observat atunci cand unele dintre noile
lipide PEG au fost utilizate in formularile de LNP. Interesant, majoritatea grupurilor MC3 si-au mentinut
exprimarea, in timp ce majoritatea grupurilor Cmpd18 au crescut exprimarea pe parcursul studiului de 3
saptimani Dintre noile lipide PEG testate, Cmpd405, Cmpd396 si Cmpd403 au avut cele mai scizute
niveluri de IgM anti-PEG In acest studiu, s-a observat, destul de surprinzitor, la fel ca si in studiile
descrise anterior, cd Cmpd160, care diferd de DSPC doar printr-o grupare de metil din gruparea de cap, a
fost, in esentd, silenfios imun atunci cand a fost testat in LNP-uri administrate IV in vivo.
Exemplul 28

LNP-urile cuprinzand noi derivati de DSPC si/acid oleic au fost preparate si testate in ceea ce
priveste exprimarea luciferazei (luciferaza codificatd de ARNm modificat m1 ) si activarea celulelor B
intr-un studiu cu doz3 unicd in raport cu formularea standard de DSPC. Analogii DSPC/oleici testati sunt
prezentafi in Tabelul 23 de mai jos.
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Asa cum este prezentat in Tabelul 23, LNP-urile au fost administrate IV ca o singurd dozi la
soareci. Datele sunt prezentate in FIG. 76 si 77. Exprimarea Luc cu diferite formuldri de LNP a fost
evaluatd printr-o misurare a fluxului total (p/s) la 3, 6 si 9 ore dupa dozare, utilizand imagistica BLI a
intregului corp (vezi FIG. 76). Procentul de celule B activate (CD86* CD69%) in celule splenice CD19* a
fost de asemenea misurat. Aceste frecvente ale celulelor B activate sunt prezentate in FIG. 77.

In general, fluxul a crescut de la trei la sase ore, aritand o scidere a exprimdrii cu 24 de ore.
Toate formuldrile testate au prezentat o exprimare apreciabild a luciferazei in vivo, desi s-a observat o
oarecare variabilitate in exprimare. % Celule B CD86"CD69" in celule CD19* splenice (limfocite B) din
splind a fost de asemenea misuratd pentru formuldrile LNP ca indicator al activirii celulelor B. Toate
formuldrile testate au ardtat activarea celulelor B la niveluri sub, si adesea semnificativ mai mici, decat
formuldrile martor DSCP.
Exemplul 29

O doza repetatd de ARNm de hEPO in LNP-uri care contin Cmpd18 cu lipide PEG modificate a
fost apoi efectuatd la primate non-umane. Pe scurt, maimutele cynomolgus au fost tratate cu ARNm
incapsulat in LNP, administrat prin perfuzie intravenoasd (IV). LNP-urile care contin acid oleic si
Cmpd403 au fost analizate pentru a se determina efectul lor asupra clearance-ului accelerat al sangelui
(ABC). In special, un obiectiv a fost acela de a se determina dacd inlocuirile DSPC si PEG-lipidice
demonstreazd o activare scdzutd a celulelor B, IgM anti-PEG scdzut si men{inerea exprimdrii proteinei la
speciile superioare. Au fost comparate urméitoarele patru grupuri: MC3/DSPC/Chol/Cmpd422 (control),
Cmpd18/DSPC/Chol/Cmpd422 (martor), Cmpd18/DSPC/Chol/Cmpd403 (grup testare), si Cmpd18/Acid
oleic/Chol/Cmpd422 (grup testare). Maimutelor li s-a administrat o doza sdptdmanald de ARNm de hEPO
modificat cu pseudouriding (0,2 mg/kg) in LNP-urile de mai sus timp de 6 sdptdmani.

Parametrii farmacocinetici incluzand AUC au fost determinati pentru combinatiile Cmpd 18:
Cmpd 403. AUC constitutiva a fost monitorizatd de-a lungul timpului de la niveluri la linia de bazi ale
complementului si citokinelor si s-au observat niveluri scdzute pana la deloc de IgM.

Caracteristicile particulelor pentru fiecare dintre formuliri sunt prezentate in Tabelul 24 de mai
jos. ARNm-ul utilizat pentru acest studiu a fost ARNm modificat m 1 y care codifici EPO. Formularile
includ componente la urmitorul % mol 50:10:38,5:1,5. Tabelul 24 prezintd dimensiunea, eficienta de
incapsulare (EE) si indicele de polidispersie (PDI). Particulele au avut caracteristici in limite acceptabile

pentru testarea in vivo.
Tobeiuyl 34
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st IgG anti-PEG, IgM, 1gG si nivelurile de citokine si complement au fost misurate pentru noile LNP-uri.
FIG. 79 ilustreaza exprimarea hEPO (ng/mL) la predozi, 2 ore, 6 ore, 12 ore, 24 ore, 48 ore si 72 de ore
dupd administrarca IV o datd pe sdptimani a formuldrilor de ARNm hEPO - LNP in ziua 1, ziua 8, ziva
15, ziua 22, ziva 29, ziua 36 si ziua 43.

In FIG. 80, nivelurile de IgM anti-PEG (U/mL) au fost misurate dupd administrarea I'V o dati pe
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saptimand a formuldrilor hREPO ARNm - LNP in ziua 1, ziua 8, ziua 15, ziua 22, ziua 29, ziua 36 si ziua
43. FIG. 81 prezintd nivelurile de IgG anti-PEG (U/mL) misurate dupd administrarea IV o datd pe
saptimana a formuldrilor hREPO ARNm - LNP in ziua 1, ziua 8, ziua 15, ziua 22, ziua 29, ziua 36 si ziua
43. Gruparea Cmpd403 a demonstrat menfinerea exprimarii proteinei pe parcursul celor 6 siptiméani,
mentinerea nivelurilor initiale de IgM anti-PEG si IgG anti-PEG, fard activare a complementului si
activare minimd a citokinelor. Nivelurile de IgM si IgG anti-PEG, complement si cresteri ale citokinelor
par sd se coreleze invers cu o pierdere a exprimarii proteinei. Martorii MC3 si Cmpd18 si grupul cu acid
oleic au prezentat toate o exprimare redusd a proteinei hEPO in sdptdmana 6. Grupul cu acid oleic a
demonstrat cele mai inalte niveluri dintre cele initiale de producere de proteind. Martorii MC3 si Cmpd18
si grupurile Cmpd403 au prezentat niveluri similare de exprimare a hEPO. Cmpd18/DSPC la 0,2 mg/kg
nu a prezentat o exprimare crescutd a hEPO in comparatie cu MC3/DSPC; cu toate acestea, Cmpd18/acid
oleic a prezentat o exprimare crescutd a proteinei (de 3 ori) in comparatic cu MC3/DSPC si
Cmpd18/DSPC. Tabelul 25 prezintd exprimarea hEPO misurata prin AUC a celor patru grupuri de LNP.
In special, AUC de hEPO (ng/mL" h) a fost misurati in fiecare siptimani a studiului de 6 siptimani.

Tabelul 25

'hEPO AUC (ng/mL" h)

{ Acid oleic

Particulele formulate cu Cmpd18 ca amino lipidd cationicd au depasit LNP-urile standard pe
bazd de MC3 in ceea ce priveste exprimarea proteinei in timpul administrarii repetate la primate. Acidul
oleic ca inlocuitor al DSPC a condus la o exprimare initiald ridicatd a proteinei, dar nu a ameliorat
complet ABC-ul pe parcursul studiului. Compusul 403 ca inlocuitor de PEG-lipida a condus la reducerea
ABC-ului, asa cum este evidentiati prin menfinerea AUC de hEPO pe parcursul studiului. Luate
impreuns, aceste date arati ci stergerea celulelor B conduce la absenta ABC dupi 5 injectii. In special, o
singurd injectie cu anti CD20, cu 7 zile inainte de injectarea de LNP, a condus la (1) scizute/fard IgM/I1gG
la PEG; (2) lipsa clearance-ului de ARN sau proteind; si (3) activarea scizutd/fara citokine/complement,
facand din aceasta un candidat atractiv pentru regimurile de co-administrare care includ ARNm-uri
incapsulate in LNP.

FIG. 82 prezintd procentul de celule B activate (CD86* CD27%) in CD 197 la pre-singerare, ziua
1, ziua 22, ziua 43 si ziua 44 a studiului. Asa cum este prezentat in FIG. 82, toate grupurile cu LNP au
demonstrat o activare scdzutd a celulelor B. Aproape tofi subiectii cdrora 1li s-a administrat Cmpd
18/DSPC/Chol/Cmpd403 sau Cmpd18/Acid oleic/Chol/Cmpd422 au avut mai putin de 5% activare a
celulelor B in celule CD19* si au demonstrat un procent mediu de activare a celulelor B aproape de 2,5%,
care s-a mentinut pe parcursul studiului. Procentul de activare a monocitelor a fost de asemenea masurat
la pre-sangerare, ziua 1, ziua 22, ziua 43 si ziva 44 a studiului. Aceste rezultate sunt reflectate in FIG. 83.
Toate grupurile cu LNP au demonstrat o activare scdzutd a monocitelor si toti subiectii cirora li s-a
administrat Cmpd18/DSPC/Chol/Cmpd403 sau Cmpd18/Acid oleic/Chol/Cmpd422 au pastrat o medie de
mai putin de 3% activare a monocitelor pe parcursul studiului.
Exemplul 30

Datele de mai sus aratd cd activarea celulelor B este un contribuitor cheie la fenomenul ABC in
acizii nucleici incapsulati in LNP administrati la animale, de exemplu, ARNm-uri. Studiile din stadiul
tehnicii au incercat si atenueze fenomenul ABC cu unii compusi precum dexamentazond si/sau
corticosteroizi. Prezentii inventatori au oferit o intelegere mecanicistd detaliatd a fenomenului ABC, in
special in ceea ce priveste administrarea ARNm incapsulat in LNP. LNP-urile au interactiuni celulare
multiple in vivo care s-a demonstrat cd, produc efectul de ABC. Injectarea IV de LNP conduce la
cresterea secretiei de IgM anti PC (IgM naturald) si la dezvoltarea indusd a raspunsului IgM anti-PEG.
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Mai mult, injectarea IV repetatd de LNP conduce la cresterea nivelurilor de IgM naturald. Un nod cheie
pare a fi splina si sustine in mare masurd ipoteza cd ABC este condusi de functia celulei B1. Aceste
celule sunt responsabile de secretarea "IgM-urilor naturale” (de exemplu, celulele Bla), dar celulele B1b
pot produce si IgG atunci cand sunt stimulate. Aceste imunoglobuline recunosc PEG, fosfolipide si, cel
mai probabil, domenii de colesterol, prezente pe suprafata LNP-urilor. Se aratd aici cd IgM naturale
recunosc probabil un motiv PC prezent pe suprafata LNP standard (de exemplu, LNP-uri care contin
DSPC).

Injectarea IV de LNP conduce la activarea rapidd a celulelor Bla, rezultind o secretie crescuti
de IgM anti-PC (IgM naturald) si injectia IV repetatd de LNP conduce la cresterea nivelului de IgM
natural. Indepirtarea splinei previne activarea celulelor B (in special B1) care probabil contribuie in mare
misurd la ABC. In particular, animalele splenectomizate prezinti (1) IgM/IgG scizute/lipsa la PEG; (2)
lipsa clearance-ului de ARN sau proteine; si (3) activare scizutd/lipsd a citokinelor/complementului. Pe
baza mecanismelor si a tipurilor de celule implicate aici in efectul ABC, prezentii inventatori au emis
ipoteza cd anumite regimuri de co-administrare tintite pentru celulele B ar putea fi utile pentru tratamentul
subiectilor cu ARNm incapsulat in LNP, in special, acolo unde este necesard repetarea dozdrii cronice
pentru indicele terapeutic dorit.

Un studiu cu doze repetate de ARNm de hEPO prin perfuzie IV cu administrare concomitenta a
fost efectuat la maimute cynomolgus. Maimutelor li s-a administrat ARNm hEPO in MC3-LNP-uri
conform proiectului experimental prezentat in Tabelul 26 si li s-a co-administrat unul dintre rituximab,
idealalisib, fostamatinib sau fingoimod conform regimului prezentat in Tabelul 27.
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Datele experimentale sunt prezentate in FIG. 84A-90. FIG. 84A si 84B prezinti exprimareca EPO
dupa prima injectie si dupi a cincea injectie. In special, concentratia de EPO (ng/mL) a fost misurat la 2
ore, 6 ore, 12 ore, 24 ore si 48 de ore dupd prima injectie si a cincea injectie. FIG. 85A-85E prezinta
exprimarea EPO pentru fiecare dintre comedicatii in ziua 1 si ziua 29 a studiului. in particular,
concentratia de EPO (ng/mL) a fost misurati in ziva I si ziua 29 la 2 ore, 6 ore. 12 ore, 24 de ore si 48 de
ore pentru fiecare grup de co-medicatie. Au fost misurate de asemenea si populatiile de celule imune.
Specific, procentul de celule B (FIG. 86A), celule Bla (FIG. 86B) si monocite (FIG. 86C) in PBMC a
fost misurat pentru fiecare grup de co-medicatie in ziua -7, la 24 de ore dupa prima injectie si 24 de ore
dupa a cincea injectie. Activarea celulelor B este reflectatd in FIG. 87. Procentul de celule B activate in
celulele B circulante a fost masurat pentru fiecare grup de co-medicatie in ziua -7, la 24 de ore dupa
prima injectie si la 24 de ore dupa a cincea injectie.

In grupul martor, procentul de celule B activate a crescut la 24 de ore dupi prima injectie si din
nou la 24 de ore dupa a cincea injectie, ardtand astfel cd mai multd injectie de LNP duce la o activare mai
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mare a celulelor B. Procentul de celule B activate a fost redus drastic in grupul cu rituximab la 24 de ore
dupa prima injectie, datoritd faptului ci celulele B au fost sterse la subiectii acestui grup. Epuizarea
celulelor B s-a corelat cu reducerea IgM si IgG anti-PEG, chiar si in ziua 34 (post a 5-a injectie).
Epuizarea celulelor B s-a corelat, de asemenea, bine cu mentinerea exprimarii proteinei. In special,
epuizarea celulelor B a dus la pierderea exprimirii dupd 5 injectii, indicAnd ci nu a existat ABC si
epuizarea celulelor B a furnizat in continuare niciun rispuns anti PEG. Activarea celulelor B nu a fost
observata in grupul idelalisib si frecventele celulelor B au fost usor reduse (vezi FIG. 86A). Grupurile
fostamatinib si fingolimid au prezentat o activare normald a celulelor B similara cu cea a grupului martor.
In ceea ce priveste celulele Bla, frecventele celulelor Bla au fost normale inainte de injectare in toate
grupurile de co-medicatie (vezi FIG. 86B). Cu exceptia grupului de rituximab, in care frecventele
celulelor B1a au scizut usor, toate grupurile de co-medicatie au afisat frecvente crescute ale celulelor Bla
dupa injectarea LNP, ceea ce inseamni ca injectia LNP duce la activarea si proliferarea Bla.

Activarea monocitelor este reflectati in FIG. 88. Procentul de monocite/macrofage activate in
PBMC circulante a fost masurat pentru fiecare grup de co-medicatie in ziua -7, la 24 de ore dupa prima
injectie si la 24 de ore dupd a cincea injectiec. Dupd cum este prezentat in FIG. 86C, frecventele
monocitelor au fost normale in toate grupurile de co-medicatie, cu exceptia fingolimodului, unde a fost
observata o scddere semnificativd. O crestere a procentului de monocite/macrofage activate dupa injectare
a fost observatd numai in grupul tratat cu fingolimod. Deoarece frecventa monocitelor din grupul
fingolimod a scizut semnificativ dupd injectare, datele sugereazi activarca monocitelor inainte de
apoptoza.

FIG. 89A si 89B arata raspunsul anti-PEG. Nivelurile de IgM anti-PEG (U/mL) (FIG. 89A) si
nivelurile de IgG anti-PEG (U/mL) (FIG. 89B) au fost misurate pentru fiecare grup de co-medicatie la
momentul initial, ziua 9 dupd prima injectie si ziua 34 dupa a cincea injectie.

Exemplul 31

Pentru a studia in continuare rolul IgM in fenomenul ABC, ARNm incapsulat in LNP care
codificd EPO a fost administrat la soareci de control si la care lipseste IgM secretat (soareci slgM-/-).
FIG. 78 aratd impactul elimindrii IgM circulante asupra exprimirii EPO pe parcursul studiului de 6
saptamani. In special, concentratia de EPO (ng/mL) a fost misurata la pre-sangerare, 6 ore si 24 de ore, la
fiecare dintre cele 6 siptiméni. In cele doud grupuri de martor negativ, c57BI6J/PBS si sIgM-/-PBS,
nivelurile de EPO au rdmas la valoarea la linia de baza pe tot parcursul studiului, in timp ce in grupurile
de tratament cu ARNm, concentratiile de EPO au atins varful la 6 ore dupa doza si apoi au scizut inapoi
la valoarea de la linia de bazi la doud siptdméni dupd administrarea de ARNm. Este de refinut cd, in
saptimana 1, concentratia de EPO a fost aproximativ aceeasi la soarecii c57B16J si la soarecii sIgM-/- la
momentul de timp de 6 ore (exprimare maximi dupd dozd). Cu toate acestea, de-a lungul timpului
experimentului, a fost observat fenomenul ABC, asa cum este evidentiat de scidderea AUC pentru
exprimarea EPO la soarecii ¢c57Bl16J. Prin contrast, soarecii sIigM-/- au produs constant niveluri ridicate
de EPO dupa fiecare administrare repetatd de ARNm incapsulat in LNP pe toatd durata experimentului.
Astfel, in absenta IgM circulant, nu s-a observat nicio pierdere a exprimdrii chiar si dupa cinci injectii de
ARNm care evidentiazd o lipsd completd de ABC.

FIG. 90 demonstreazd in plus importanta IgM anti-PEG in fenomenul ABC. FIG. 90A-90B sunt
doud grafice care aratd nivelurile de IgM anti-PEG (U/mL) si nivelurile de EPO (ng/mL) in doud dintre
grupurile din FIG. 78: C537Bl6J (FIG. 90A) si soareci slgM-/- (FIG. 90B). Nivelurile de IgM anti-PEG
sunt reprezentate grafic ca cercuri gri deschis in FIG. 90A si o crestere a IgM anti-PEG se coreleaza cu
debutul ABC. La soarecele slgM-/- acest lucru este ardtat de cercuri negre care riméan la linia de bazi
(FIG. 90B). Concentratiile de EPO sunt indicate prin cercuri negre (FIG. 90A) si pitrate negre (FIG.
90B). Datele demonstreaza clar corelatia inversd dintre exprimarea proteinei si nivelurile de IgM anti-
PEG. Cand nivelurile de IgM sunt ridicate, exprimarea EPO este suprimatd, ceea ce indicd aparitia ABC.
Cand nivelurile de IgM sunt suprimate, de exemplu la soarecii knockout, exprimareca EPO este
imbundtatitd semnificativ si ABC este redus. Astfel, in absenta IgM circulant, nu s-a observat nicio
pierdere de exprimare (fird ABC) corelind cu absenta unui raspuns anti-PEG.

Exemplul 32

Urmeazi un exemplu de sintezd a compusului:

Compusul 393: N-(2-(Didodecilamino)etil)-V-dodecilglicini
N-(tert-butoxicarbonil)-N-dodecilglicinat de metil
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O solutie, 1a 0 °C, de ester metilic de N-(fert-butoxicarbonil)glicind (7,7 g, 40,7 mmol) in DMF (100 mL)
s-a tratat cu NaH (60%, 1,71 g, 42,7 mmol) si amestecul a fost ldsat sa se agite timp de 30 minute. Solutia
a fost lasati si revini la temperatura camerei inainte de a se adduga 1-bromododecan (15,2 g, 61,0 mmol)
si reactia a fost ldsata si se agite peste noapte. Reactia s-a stins cu apa si s-a extras cu EtOAc. Organicele
s-au spdlat cu saramurd, s-au uscat pe Na;SO, anhidru, s-au filtrat, si s-au concentrat in vid. Purificarea
prin cromatografie rapidd pe silice ISCO (0-20% EtOAc/hexani) a furnizat N-(fert-butoxicarbonil)-N-
dodecilglicinat de metil (4,03 g, 28%).
'H-RMN (300 MHz, CDCly) &: ppm 4,01-3,84 (br. m, 2H); 3,75 (s, 3H); 3,27 (br. m, 2H); 1,67-1,39 (br.
m, 11H); 1,28 (br, 18H); 0,90 (t, 3H).

Dodecilglicinat de metil
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& e
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Grouas Moleoutard: 28743

La o solutie, la 0 °C, de N-(fert-butoxicarbonil)-N-dodecilglicinat de metil (4,03 g, 11,3 mmol)
in DCM (17 mL) s-a adaugat, in picaturi, TFA (17 mL, 226 mmol). Reactia a fost 1dsatd sd revind la
temperatura camerei §i s-a agitat timp de 6 ore. Amestecul de reactie s-a concentrat in vid si materialul
brut s-a dizolvat in DCM. Solutia s-a spalat cu 10% NaOH, saramurd, s-a uscat pe Na;SO, anhidru, s-a
filtrat, si s-a concentrat in vid pentru a da dodecilglicinat de metil (2,84 g, 98%).
'H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,75 (s, 3H); 3.44 (s, 2H); 2,62 (t, 2H); 1,70 (br, 1H); 1,51 (m, 2H);
1,29 (br, 18H); 0,90 (t, 3H).
2-(Didodecilamino)etan-1-ol

{“‘"N\i-‘\w-‘\‘*\'*\,.‘-‘f'\x.;v-“’«\‘x\f"'\\"\‘ﬁf"
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La o solutie de 1-bromododecan (10 g, 40,1 mmol) in MeCN (84 mL) s-a addugat etanolamini
(1,10 mL, 18,2 mmol), KoCOs (11,1 g, 80,1 mmol), si KI (302 mg, 1,82 mmol). Reactia a fost ldsata sd se
agite 1a 82 °C timp de 48 ore. Amestecul de reactie s-a ricit la temperatura camerei, s-a filtrat, si solidele
s-au spalat cu hexani. Filtratul s-a extras cu hexani, si extractele combinate s-au concentrat in vid.
Purificarea prin cromatografic rapidd pe silice ISCO (0-20% MeOH/DCM) a furnizat 2-
(didodecilamino)etan-1-ol (3,87 g, 53%).
UPLC/ELSD: RT = 2,69 min. MS (ES): m/z (MH") 398,56 pentru C26HssNO
'"H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,57 (t, 2H); 2,63 (t, 2H); 2,49 (br. m, 4H); 1,48 (br. m, 4H); 1,29
(br, 36H); 0,91 (t, 6H).

N-(2-Cloroetil)-N-dodecyidodecan-1-amini
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La o solutie, la 0 °C, de 2-(didodecilamino)etan-1-ol (3,87 g, 9,73 mmol) si trietilamind (1,76
mL, 12,6 mmol) in DCM (50 mL) s-a addugat in picéturi o solutie de clorurd de metansulfonil (0,941 mL,
12,2 mmol) in DCM (5 mL). Reactia a fost 13satd si revina la temperatura camerei i s-a agitat timp de 16
ore. Amestecul s-a stins prin addugarea de apa si s-a extras cu DCM. Stratul organic s-a spilat cu NaHCO
saturat 3, saramurd, s-a uscat pe Na,SO4 anhidru, s-a filtrat, si s-a concentrat in vid. Purificarea prin
cromatografic rapida pe silice ISCO (0-10% EtOAc/hexani) a furnizat N-(2-cloroetil)-N-dodecildodecan-
l-amini (1,92 g, 47%).
'H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,51 (t, 2H); 2,78 (t, 2H); 2,47 (br. m, 4H); 1,44 (br. m, 4H); 1,28
(br, 36H); 0,90 (t, 6H).
N-(2-(didodecilamino)etil)-NV-dodecilglicinat de metil
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La o solutie de dodecilglicinat de metil (425 mg, 1,65 mmol) in MeCN (10 mL) s-a adjugat N-
(2-cloroetil)-N-dodecildodecan-1-amind (825 mg, 1,98 mmol), K.CO3 (457 mg, 3,30 mmol), si KI (27
mg, 0,165 mmol). Reactia a fost 14satd sa se agite la 82 °C timp de 72 ore. Amestecul de reactie s-a filtrat
si solidele s-au spdlat cu hexani. Filtratul s-a concentrat in vid pentru a da produsul brut. Purificarea prin
cromatografic rapidd pe silice ISCO (0-20% MeOH/DCM) a furnizat N-(2-(didodecilamino)etil)-N-
dodecilglicinat de metil (652 mg, 62%).

UPLC/ELSD: RT = 3,77 min. MS (ES): m/z (MH") 638,18 pentru C41HgaN>O>

'H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,72 (s, 3H); 3,41 (s, 2H); 2,90-2,20 (br. m, 10H); 1,60-1,00 (br. m,
60H); 0,90 (t, 9H).

N-(2-(Didodecilamino)etil)-N-dodecilglicini

Compusul 393
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O solutie de N-(2-(didodecilamino)etil)-N-dodecilglicinat de metil (652 mg, 1,02 mmol) in THF
(6 mL) si LiOH 1M (5 mL, 5 mmol) a fost 13sat sd se agite la 65 °C timp de 16 ore. Reactia s-a racit la
temperatura camerei si s-a acidulat cu HC1 10%. Amestecul s-a extras cu cloroform, si organicele s-au
spdlat cu saramurd, s-au uscat pe Na;SO, anhidru, s-au filtrat, si s-au concentrat in vid. Purificarea prin
cromatografic rapidd pe silice ISCO (0-20% MeOH/DCM) a furnizat N-(2-(didodecilamino)etil)-N-
dodecilglicini (153 mg, 24%).



10

15

20

25

30

35

40

MD/EP 3386484 T2 2022.11.30

181

UPLC/ELSD: RT = 3,60 min. MS (ES): m/z (MH*) 624,07 pentru CsoHg:N,0,
H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 4,02-3,40 (br. m, 6H); 3,16 (br, 6H); 1,78 (br, 6H); 1,46-1,01 (br. m,
54H); 0,90 (t, 9H).

Compusul 125 Acid: 3-((8-(heptadecan-9-iloxi)-8-oxooctil)(8-(noniloxi)-§-oxooctil)amino)propanoic

Heptadecan-9-il 8-bromooctanoate
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Graulsle Moleasiaay $61.58F

La o solutie de acid 8-bromooctanoic (1,04 g, 4,6 mmol) si heptadecan-9-ol (1,5 g, 5,8 mmol) in
diclorometan (20 mL) s-a addugat clorhidrat de N-(3-dimetilaminopropil)-N'-ctilcarbodiimida (1,1 g, 5,8
mmol), N,N-diizopropiletilamind (3,3 mL, 18,7 mmol) si DMAP (114 mg, 0,9 mmol). Reactia a fost
lasatd sd se agite la rt timp de 18 h. Reactia s-a diluat cu diclorometan si s-a spdlat cu bicarbonat de sodiu
saturat. Stratul organic s-a separat si s-a spalat cu saramurd, si s-a uscat pe MgSO,. Stratul organic s-a
filtrat si s-a evaporat in vid. Reziduul s-a purificat prin cromatografie pe silicagel (0-10% acetat de etil in
hexani) pentru a se obfine heptadecan-9-il §-bromooctanoate (875 mg, 1,9 mmol, 41%).
'"H RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 4,89 (m, 1H); 3,42 (m, 2H); 2,31 (m, 2H); 1,89 (m, 2H); 1,73-1,18
(br. m, 36H); 0,88 (m, 6H).

Nonil 8-bromooctanoate

Foomald Chimed: Oty

Srowiate Mokodard: 34938

La o solutie de 8-bromooctanoic acid (5 g, 22 mmol) si nonan-1-ol (6,46 g, 45 mmol) in
diclorometan (100 mL) s-au adaugat clorhidrat de N-(3-Dimetilaminopropil)-N"-etilcarbodiimidd (4.3 g,
22 mmol) si DMAP (547 mg, 4,5 mmol). Reactia a fost 13sata sa se agite la rt for 18 h. Reactia s-a diluat
cu diclorometan si s-a spalat cu bicarbonat de sodiu saturat. Stratul organic s-a separat si s-a spilat cu
saramurd, s-a uscat pe MgSOa. Stratul organic s-a filtrat si s-a evaporat sub vid. Reziduul s-a purificat
prin cromatografie pe silicagel (0-10% acetat de etil in hexani) pentru a se obtine 8-bromooctanoat de
nonil 6,1 g, 17 mmol, 77%).
'H RMN (300 MHz, CDCly) &: ppm 4,06 (t, 2H); 3,40 (t, 2H); 2,29 (t, 2H); 1,85 (m, 2H); 1,72-0,97 (m,
22H); 0,88 (m, 3H).
8-((3-Hidroxipropil)amino)octanoat de heptadecan-9-il
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O solutie de 8,87 g (19,2 mmol) 8-bromooctanoat de heptadecan-9-il si 29 mL (384 mmol) 3-
aminopropanol in 250 mL etanol s-a incilzit la 50 °C si s-a agitat timp de 20 ore, dupd care nu a mai
rdmas bromura initiald, prin LC/MS. Solutia a fost 13sata si se riceascd la temp camerei, conc, si reziduul
s-a dizolvat in DCM. Solutia s-a spilat de doud ori cu o solutie apoasd 5% de bicarbonat de sodiu, s-au
uscat (Na>SOy), s-au filtrat si filtratul s-a conc. la un ulei incolor. Acesta a fost cromatografiat pe silice cu
100% DCM mergand la 10% DCM/90% 80:20:1 DCM/Me¢OH/NH4OH pentru a da 8-((3-
hidroxipropil)amino)octanoat de heptadecan-9-il (7,98 g, 17,5 mmol. 91%) ca un ulei incolor.
UPLC/ELSD: RT= 2,52 min. MS (ES): m/z (MH") 456,8 pentru C,sHs7NOs.

'H RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 4,86 (chint, 1H, J = 6 Hz); 3,81 (1, 2H, J = 7,5 Hz); 2,88 (1, 2H, J=
7,5 Hz); 2,60 (t, 2H, J = 7,5 Hz); 2,44 (br. s, 1H); 2,27 (t, 2H, J= 7.5 Hz); 1,70 (m, 2H); 1,61 (m, 2H);
1,49 (m, 6H); 1,25 (br. m, 31H); 0,88 (t, 6H, J = 7,5 Hz).

8-((3-Hidroxipropil)(8-(noniloxi)-8-oxooctil)amino)octanoat de heptadecan-9-il
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La un amestec de 7,98 g (17,5 mmol) 8-((3-hidroxipropil)amino)octanoat de heptadecan-9-il si
6,12 g (17,5 mmol) §-bromooctanoat de nonil in 100 mL acetonitril anhidru sub azot uscat s-au adiugat
3.2 g (19,3 mmol) iodura de potasiu urmata de 9,7 g (70 mmol) carbonat de potasiu si amestecul s-a diluat
cu 25 mL eter ciclopentil metilic anhidru. Amestecul alb rezultat s-a incdlzit 1a 90 °C si s-a agitat timp de
28 ore, apoi a fost 1dsat sd se rdceasca la temp camerei, s-a filtrat, solidele filtrate s-au spdlat cu DCM si
filtratul s-a conc. Reziduul s-a partifionat intre o solutiec apoasa 5% de bicarbonat de sodiu si DCM, fazele
s-au separat si faza apoasd s-a extras de doud ori cu DCM. Organicele s-au combinat, s-au uscat (MgSOs),
s-au filtrat si filtratul s-a conc. la un ulei galben. Acesta a fost cromatografiat pe silice cu 100% DCM
mergand la 50% DCM/50% 80:20:1 DCM:MeOH:NH4OH pentru a da 8-((3-hidroxipropil)(8-(noniloxi)-
8-oxooctil)amino)octanoat de heptadecan-9-il (10,14 g, 14 mmol, 80%) ca un ulei galben pal.
'"H RMN (300 MHz, CDCl3) &: ppm 4,86 (p, 1H); 4,05 (t, 2H); 3,80 (m, 2H); 2,92-2,36 (br. m, 5H); 2,29
(m, 4H); 1,89-1,42 (br. m, 16H): 1,42-1,02 (br. m, 50H); 0,88 (m, 9H). UPLC/ELSD: RT = 4,51 min. MS
(ES) m/z (MH+) 725,19 pentru C4sHgoNOs.
8-((8-(Noniloxi)-8-oxooctil)amino)octanoat de heptadecan-9-il
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La -78 °C, La o solutic de clorurd de oxalil (0,25 mL, 3,0 mmol) in 3 mL diclorometan s-a
addugat in picdturi o solufie de DMSO (0,43 mL, 6,0 mmol) in 2 mL diclorometan, si apoi o solutie de 8-
((3-hidroxipropil )(8-(noniloxi)-8-oxooctil)amino)octanoat de heptadecan-9-i1 (1,45 g, 2,0 mmol) in
diclorometan (10 mL) s-a addugat imediat. Dupa aceasta s-a agitat timp de 30 min la aceasta temperatura,
s-a addugat trietilamind (1,45 mL, 10,4 mmol) si amestecul de reactie s-a incilzit la temperatura camerei.
TLC si MS au ardtat ca reactia s-a terminat (M+1: 722.7), si amestecul de reactie s-a diluat cu apa si s-a
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extras cu hexani (2X). Stratul organic combinat s-a spdlat cu saramurd. Dupa uscarea pe sulfat de sodiu,
filtratul s-a concentrat si reziduul s-a purificat prin ISCO (SiO2: EtOAc/Hexani/0,5% Et:N 0 la 50%)
pentru a se obtine produsul ca un ulei maroniu (810 mg, 61%).

'"H RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 4,85 (p, 1H, J = 6,0 Hz); 4,05 (t, 2H, J = 6,9 Hz); 2,56 (t, 4H, J = 7,1
Hz); 2,31-2,24 (m, 4H); 1,67-1,19 (m, 63H); 0,87 (m, 9H).

MS (APCI): mlz (MH") 666,7.

8-((3-(Benziloxi)-3-oxopropil)(8-(noniloxi)-8-oxooctil)amino)octanoat de heptadecan-9-il
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O solutie de 8-((8-(noniloxi)-8-oxooctil)amino)octanoat de heptadecan-9-il (798 mg, 1,2 mmol)
si acrilat de benzil (293 mg, 1,8 mmol) in diclorometan (20 mL) s-a agitat la temperatura camerei timp de
16 h. TLC si MS au ardtat cd nu a aut loc aproape nicio reactie, s-au addugat 10 mL McOH si amestecul
de reactie s-a agitat la temperatura camerei timp de 16 h. MS a ardtat produsul cu o cantitate mica de ester
metilic (M+1: 829,8, 752.7): Amestecul de reactie s-a concentrat la sec si s-a purificat prin ISCO (SiO»:
EtOAc/hexani 0 1a 35%) pentru a se obtine produsul ca un ulei incolor (280 mg, 28%).

'"H RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 7,36-7,32 (m, 5H); 5,10 (s, 2H); 4,85 (p, 1H, J= 6,0 Hz); 4,04 (1, 2H,
J =69 Hz); 2,78 (t, 2H, J= 6,9 Hz); 2,46 (t, 2H, J = 7,0 Hz); 2,36 (t, 4H, J = 6,9 Hz); 2,30-2,24 (m, 4H);
1,67-1,19 (m, 62H); 0,87 (m, 9H).

MS (APCI): m/z (MH") 829,8.

Acid 3-((8-(heptadecan-9-iloxi)-8-oxooctil)(8-(noniloxi)-8-oxooctil)amino)propanoic
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Un amestec de 8-((3-(benziloxi)-3-oxopropil)(8-(noniloxi)-8-oxooctil)amino)octanoat de
heptadecan-9-il (280 mg, 0,34 mmol) si Pd/C (10%, 28 mg) in 20 mL EtOAc s-a agitat sub balon de
hidrogen timp de 1 h. MS a aritat ci reactia a fost completd. Amestecul de reactie s-a filtrat si filtratul s-a
concentrat. Reziduul s-a purificat prin ISCO (SiO:: MeOH/CH;Cl, 0 la 10%) pentru a se obtine produsul
ca un ulei incolor (230 mg, 91%).

'"H RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 4,85 (p, 1H, J = 6,0 Hz); 4,04 (t, 2H, J = 6,6 Hz); 2,85 (1, 2H, J = 6,0
Hz); 2,65 (t, 4H, J= 7,7 Hz); 2,48 (t, 2H, J = 6,0 Hz); 2,32-2,24 (m, 4H); 1,67-1,17 (m, 63H); 0,87 (m,
9H). LC/UV (214 nm): RT = 12,38 min.

MS (APCI): m/z (MW™) 838,7.

Compusul 154 Dipalmitat de 3-(((2-cianoetoxi)(diizopropilamino)fosfino)oxi)propan-1,2-diil
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4-((Benziloxi)metil)-2,2-dimetil-1,3-dioxolan (Ref: EP1916255 A2, Pg 29)
e
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§
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La 0 °C, la un amestec de NaH (60%, 4,4 g, 0,11 moli) in THF/DMF (25 mL/120 mL), s-a
addugat, in picdturi, o solutiec de (2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-il)metanol (13,2 g, 0,1 moli) in THF/DMF
(25 mL/25 mL). Dupa aditie, amestecul s-a agitat timp de 1 h, si apoi s-a addugat clorurd de benzil (12,6
mL, 0,11 moli). Amestecul s-a incilzit pana la temperatura camerei si s-a agitat timp de 16 h. Dupa
terminarea confirmata prin TLC, reactia s-a stins cu clorurd de amoniu saturatd (300 mL) si s-a extras cu
eter (2X 300 mL). Stratul organic combinat s-a spdlat cu saramurd si s-a uscat pe sulfat de sodiu. Dupa
filtrare si concentrarea in vid, s-a obtinut 4-((benziloxi)metil)-2,2-dimetil-1,3-dioxolan ca un ulei
maroniu(23,3 g, cant.) care s-a utilizat pentru etapa urmatoare fara altd purificare.

'"H RMN (300 MHz, CDCls) & 7.25-7,41 (m, 5H), 4,52-4,61 (m, 2H), 4,25-4,34 (m, 1H), 4,02-4,08 (m,
1H), 3,71-3,78 (m, 1H), 3,43-3,58 (m, 2H), 1,41 (s, 3H), 1,35 (s, 3H).

3-(Benziloxi)propan-1,2-diol (Ref: EP1916255 A2, Pg 30)
Sk'igoa‘rx\fgf"\'\.s;} ki
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La o solutie de 4-((benziloxi)metil)-2,2-dimetil-1,3-dioxolan (23,3 g, 0,1 moli) in 150 mL
MeOH, s-a addugat I N HCI (40 mL), si amestecul s-a agitat la temperatura camerei timp de 16 h. Dupa
terminarea confirmatd prin TLC, amestecul de reactie s-a neutralizat cu bicarbonat de sodiu saturat la pH
=7, si s-a extras cu diclorometan (4 X 300 mL). Stratul organic combinat s-a spdlat cu saramura si s-a
uscat cu sulfat de sodiu. Dupa filtrare si concentrarea in vid, produsul brut s-a purificat cu ISCO (330 g
Si0O,: EtOAc/Hexani 0 la 100%) pentru a se obtine 3-(benziloxi)propan-1,2-diol ca un ulei galben deschis
(13,39 g, 73%).
'H RMN (300 MHz, CDCls) & 7,25-7,38 (m, 5H), 4,55 (s, 2H), 3,54-3,75 (m, 4H), 3,85-3,95 (m, 1H),
2,62 (1, 1H, J=4,7 Hz), 2,12 (m, 1H).

Dipalmitat de 3-(benziloxi)propan-1,2-diil (Ref: EP1916255 A2, Pg 30)
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Un amestec de 3-(benziloxi)propan-1,2-diol (7,57 g, 41,5 mmol), acid palmitic (21,3 g, 83
mmol), EDCI (17,5 g, 91,4 mmol) si DMAP (1,02 g, 8,3 mmol) in 150 mL diclorometan s-a agitat la
temperatura camerei timp de 48 h. Amestecul de reactie s-a diluat cu apd, s-a extras cu diclorometan (2 X
500 mL), si stratul organic combinat s-a spilat cu saramura si s-a uscat pe sulfat de sodiu. Dupi filtrare si
concentrarea sub vid, produsul brut s-a purificat prin dizolvarea in hexani si filtrarea printr-un dop de
silicagel, si apoi s-a eluat cu EtOAc/Hexani 0 la 20% pentru a da dipalmitat de 3-(benziloxi)propan-1,2-
diil ca un ule incolor (21,0 g, 76%).

'"H RMN (300 MHz, CDCl3) & 7,27-7,33 (m, 5H), 5,31-5,36 (m. 1H),5,29 (s, 2H), 5,21-5,26 (m, 1H),4,53
(dd, 2H, J= 12,3 Hz, 15,8 Hz), 4,33 (dd, 1H. J = 11,8 Hz, 3,8 Hz), 4,18 (dt, 1H, J = 12,0 Hz, 6,4 Hz),
3,58 (d, 2H, J = 5,2 Hz), 2,24-2,33 (i, 4H), 1,95-2,02 (m, 2H), 1,55-1,63 (w, 3H), 1,24 (bs, 44H), 0,87 (z,
6H, J= 6,8 Hz).

Dipalmitat de 3-hidroxipropan-1,2-diil
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Un amestec de dipalmitat de 3-(benziloxi)propan-1,2-diil (5,14 g, 7,8 mmol) si Pd/C (5%,
Degaussa E10002U/W, Aldrich 330124, 514 mg) in 100 mL EtOAc s-a purjat cu azot si hidrogen 3 ori,
respectiv, si apoi reactia s-a agitat la temperatura camerei cu balon timp de 16 h. Suspensia s-a filtrat prin
Celita, s-a spilat cu diclorometan (300 mL). Dupa concentrarea sub vid, reziduul s-a purificat cu ISCO
(80 g SiO¢: EtOAc/Hexani 0 la 40% pentru a da dipalmitat de 3-hidroxipropan-1,2-diil ca un solid alb
(3,17 g, 71%).

'"H RMN (300 MHz, CDCls) 6 5,07 (pent, 1H, J= 5,2 Hz), 4,27 (ddd, 2H, J = 4,4 Hz, 11,9 Hz, 24,9 Hz),
3,72 (1, 2H, J = 4,9 Hz), 2,33 (¢, 4H, J = 7,1 Hz), 1,99 (¢, 1H, J= 6,6 Hz), 1,56-1,66 (m, 4H), 1,24 (bs,
48H), 0,87 (¢, 6H, J = 6,8 Hz).

Pasul 5: Dipalmitat de 3-(((2-Cianoetoxi)(diizopropilamino)fosfino)oxi)propan-1,2-diil
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La o solutie de dipalmitat de 3-hidroxipropan-1,2-diil (2,70 g, 4,75 mmol) si tetrazol (0,45 M in
MeCN, 21 mL, 9,490 mmol) in 80 mL diclorometan, s-a adiugat in picituri o solufic de 3-
((cloro(diizopropilamino)fosfino)oxi)propanenitril (3,0 mL, 9,49 mmol) in 20 mL diclorometan si
amestecul de reactie s-a agitat la temperatura camerei timp de 1h. Amestecul s-a concentrat si s-a purificat
prin ISCO (80 g SiO,: EtOAc/Hexani (1% EtzN) O la 10%) pentru a da dipalmitat de 3-(((2-
cianoetoxi)(diizopropilamino)fosfino)oxi)propan-1,2-diil ca un solid alb (3,22 g, 88%). Randamentul
poate fi  imbunatifit prin pre-eluarea coloanei cu exces de  hexani/1%  Et3N.
'H RMN (300 MHz, CDCly) § 5,14-5,21 (m, 1H), 4,33 (dt, 1H, J= 11,2 Hz, 3,8 Hz), 4,11-4,20 (m, 1H),
3,56-3,87 (m, 5H), 2,62 (1, 2H, J= 6,6 Hz), 2,29 (r, 4H, J = 7,9 Hz), 1,55-1,64 (m, 3H), 1,24 (bs, 50H),
1,17 (d, 6H, J= 6,8 Hz), 1,16 (d, 6H, J = 6,8 Hz), 0,87 (¢, 6H, J = 6,3 Hz).

Tosilat de 3-hidroxi-N,N,N-trimetilpropan-1-aminium (Ref: Eur. J. Med. Chem. 2013, 66. 46)
_1,?-'.-\‘2@ ‘{‘3{“- i
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O solutie de 3-(dimetilamino)propan-1-ol (2,27 g, 22 mmol) si tosilat de metil (3,0 mL, 20 mmol) in 20
mL MeCN s-a incilzit la reflux timp de 4 h. Amestecul de reactie s-a concentrat sub vid si s-a precipitat
in acetond pentru a da tosilat de 3 -hidroxi-N,N,N-trimetilpropan-1-aminiu ca un solid alb (5,50 g, 86%).
'"H RMN (300 MHz, DMSO-de) 6 7,47 (d, 2H, J = 7,9 Hz), 7,11 (d, 2H. J = 7,9 Hz), 4,80 (¢, 1H, J =49
Hz), 3,47 (¢, 2H, J = 5,8 Hz), 3,34 (m, 2H), 3,04 (s, 9H), 2,28 (s, 3H), 1,79-1,85 (m, 2H).
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Cloruri de 3-(((2,3-Bis(palmitoiloxi)propoxi)(2-cianoetoxi)fosforil)oxi)-N, N, N-trimetilpropan-1-
aminiu
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La o solutic de dipalmitat de 3-(((2-cianoetoxi)(diizopropilamino)fosfino)oxi)propan-1,2-diil
(769 mg, 1,0 mmol) si tosilat de 3-hidroxi-N, N, N-trimetilpropan-1-aminiu (289 mg, 1,0 mmol) in 10 mL
diclorometan, s-a addugat lent o solutie de tetrazol in MeCN (0,45 M, 2,2 mL, 1,0 mmol), si apoi reactia
s-a agitat la temperatura camerei timp de 16 h. Dupa disparitia confirmatd a dipalmitatului de 3-(((2-
cianoetoxi)(diizopropilamino)fosfino)oxi)propan-1,2-diil, s-a addugat 'BuOOH (0,80 mL, 4,0 mmol) si
amestecul s-a agitat timp de 4 h. Amestecul de reactie s-a diluat cu diclorometan, s-a spalat cu 10%
bisulfat de sodiu si saramurd, si apoi s-a uscat pe sulfat de sodiu. Dupi filtrare si concentrarea sub vid,
reziduul sub forma de spuma galbend s-a purificat prin ISCO (24 g SiO>: MeOH/diclorometan 0 la 10%)
pentru a da clorurd de 3-(((2,3-bis(palmitoiloxi)propoxi)(2-cianoetoxi)  fosforil)oxi)-N,N, N-
trimetilpropan-1-aminiu ca un solid alb (407 mg, 48%).
'H RMN (300 MHz, CDCl3) & 5,20-5,28 (m, 1H), 4,15-4,35 (m, 4H), 3,71-3,82 (m, 2H), 3,31 (s, 9H),
2,83 (m, 2H), 2,20-2,36 (m, TH), 1,98 (s, 3H), 1,53-1,65 (m, 4H), 1,24 (bs, 48H), 0,87 (z, 6H, J = 6,6 Hz).
Fosfat de 2,3-Bis(palmitoiloxi)propil (3-(trimetilammonio)propil) Compusul 154
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O solutie de clorurd de 3 -(((2,3-bis(palmitoiloxi)propoxi)(2-cianoetoxi) fosforil)oxi)-N,N,N-
trimetilpropan-1-aminiu (407 mg, 0,48 mmol) si diizopropiletilamind (0,62 mL, 3,5 mmol) in 20 mL
MeCN s-a incdlzit la 60°C timp de 16 h. Amestecul de reactie s-a concentrat sub vid si s-a purificat prin
ISCO (aur 24 g SiO;:MeOH/diclorometan O la 60%) pentru a da produsul dorit, fosfat de 2,3-
bis(palmitoiloxi)propil ~ (3-(trimetilammonio)propil) ca un solid alb (280 mg, 78%).
'H RMN (300 MHz, CDCl;) & 5,20 (m. 1H), 4,40 (dd, 1H, J = 12,2 Hz, 2,7 Hz), 4,13 (dd, 1H, J = 11,7
Hz, 7,1 Hz), 3,93-4,03 (m, 4H), 3,82-3,88 (m, 2H), 3,28 (s, 9H), 2,23-2,30 (m, 4H), 2,13 (m, 2H), 1,56
(m, 4H), 1,24 (bs, 48H), 0,87 (¢, 6H, J= 6,6 Hz).

Compusul 155: Fosfat de 2,3-Bis(patmitoiloxi)propil (2-(4-metilmorfolino-4-ium)etil)

4-Metilbenzensulfonat de S4-(2-Hidroxietil)-4-metilmorfolin-4-ium (Ref: Eur. J. Med. Chem.
2009, 44, 4970)
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solutie de 2-morfolinoetan-1-ol (2,7 mL, 22 mmol) si tosilat de metil (3,0 mL, 20 mmol) in 20
mL MeCN s-a incilzit la reflux timp de 4 h. Amestecul de reactie s-a concentrat sub vid si s-a precipitat
5 in acetond pentru a da 4-metilbenzensulfonat de 3-hidroxi-4-metilmorfolin-4-ium ca un solid maroniu
(5,57 g, 87%).
'H RMN (300 MHz, DMSO-ds) & 7,47 (d, 2H, J= 8,0 Hz), 7,11 (d, 2H, J = 8,0 Hz), 5,32 (t, 1H, J= 4,8

Hz), 3,86-3,96 (i, 6H), 3,38-3,58 (m, 6H), 3,19 (s, 3H), 2,28 (s, 3H).
Cloruri de 4-(2-(((2,3-Bis(palmitoiloxi)propoxi)(2-cianoetoxi)fosforil)oxi)etil)-4-metilmorfolin-4-
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La o solutic de dipalmitat de 3-(((2-cianoetoxi)(diizopropilamino)fosfino)oxi)propan-1,2-diil
(769 mg, 1,0 mmol) 4-metilbenzensulfonat de 3-hidroxi4-metilmorfolin-4-ium (317 mg, 1,0 mmol) in 10
mL diclorometan, s-a addugat lent o solufie de tetrazol in MeCN (0,45 M, 2,2 mL, 1,0 mmol), si apoi
reactia s-a agitat la temperatura camerei timp de 48 h. Dupa disparitia confirmata a dipalmitatului de 3-
20 (((2-cianoetoxi)(diizopropilamino)fosfino)oxi)propan-1,2-diil, s-a addugat 'BuOOH (0,80 mL, 4,0 mmol)
si amestecul s-a agitat timp de 4 h. Amestecul de reactie s-a diluat cu diclorometan, s-a spalat cu bisulfat
de sodiu 10% si saramurd, si apoi s-a uscat pe sulfat de sodiu. Dupd filtrarea si concentrarea sub vid,
reziduul sub forma de spuma galbend s-a purificat prin ISCO (24 g SiO>: MeOH/diclorometan 0 la 10%)
pentru a da clorurd de  4-(2-(((2,3-bis(palmitoiloxi)propoxi)(2-cianoetoxi)fosforil Joxi)etil )-4-
25 metilmorfolin-4-ium ca un solid alb (713 mg, 8§6%).
'H RMN (300 MHz, CDCl3) 6 5,24 (m, 1H), 4,73 (m, 2H), 4,11-4,38 (m, 7H), 4,02 (m, 3H), 3,67 (m, 3H),
3,48 (m, 2H), 2,58-2,83 (m, 5H), 2,27-2,34 (m, 5H), 1,58 (m, 4H), 1,19-1,34 (bs, 48H), 0,87 (¢, 6H, J= 6,6
Hz).
Fosfat de 2,3-Bis(palmitoiloxi)propil (2-(4-metilmorfolino-4-ium)etil) Compusul 155
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35 O solutie de clorurd de 4-(2-(((2,3-bis(palmitoiloxi)propoxi)(2-cianoetoxi)fosforil)oxi)etil)-4-

metilmorfolin-4-ium (713 mg, 0,86 mmol) si diizopropiletilamina (1,05 mL, 6,0 mmol) in 20 mL MeCN
s-a incdlzit la 60°C timp de 16 h. Amestecul de reactie s-a concentrat sub vid si s-a purificat prin ISCO
(aur 24 g SiOx: MeOH/diclorometan 0 la 60%) pentru a da produsul dorit, fosfat de 2,3-
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bis(palmitoiloxi)propil  (2-(4-metilmorfolino-4-ium)etil) ca un solid alb (446 mg, 67%).
'H RMN (300 MHz, CDCl3) 6 5,20 (m, 1H), 4,36-4,42 (m, 3H), 4,10 (dd, 1H, J = 12,1 Hz, 7,4 Hz), 3,90-
4,02 (m, 6H), 3,69 (m, 4H), 3,50 (m, 1H), 2,28 (¢, 8H, J= 6,8 Hz), 1,52-1,61 (m, 4H), 1,24 (bs, 48H), 0,87
(t, 6H, J = 7,1 Hz).

Compusul 156: Fosfat de 2,3-Bis(palmitoiloxi)propil (4-(trimetilammonio)butil)

4-Metilbenzensulfonat de 4-Hidroxi-N,N,N-trimetilbutan-1-aminiu (Ref: Eur. J. Med. Chem.
2013, 66, 46)

&
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O solutie de 4-(dimetilamino)butan-1-ol (2,58 g, 22 mmol) si tosilat de metil (3,0 mL, 20 mmol)
in 20 mL MeCN s-a incdlzit la reflux timp de 16 h. Amestecul de reactie s-a concentrat sub vid si s-a
precipitat in acetond pentru a da 4-metilbenzensulfonat de 4-hidroxi-N, N, N—trimetilbutan-l-aminiu ca un
solid alb 5,13 84%).
'"H RMN (300 MHz, DMSO-ds) & 7,46 (d, 2H, J = 8,0 Hz), 7,11 (d, 2H, J = 80Hz) 4,58 (1, 1H, J =49
Hz), 3,43 (¢, 2H, J = 5,2 Hz), 3,24-3,30 (m, 2H), 3,02 (s, 9H), 2,28 (s, 3H), 1,64-1,73 (m, 2H), 1,36-1,45
(m, 2H).
Cloruri de 4-(((2,3-Bis(palmitoiloxi)propoxi)(2-cianoetoxi)fosforil)oxi)-V,N,N- trimetilbutan-1-
aminiu
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La o solutic de dipalmitat de 3-(((2-cianoetoxi)(diizopropy)amino)fosfino)oxi)propan-1,2-diil
(769 mg, 1,0 mmol) 4-metilbenzensulfonat de 3,4-hidroxi-N,N,N-trimetilbutan-1-aminiu (303 mg, 1,0
mmol) in 10 mL diclorometan, s-a addugat lent o solutic de tetrazol in MeCN (0,45 M, 2,2 mL, 1,0
mmol), si apoi reactia s-a agitat la temperatura camerei timp de 16 h. Dupd disparitia confirmati a
dipalmitatului de a 3-(((2-cianoetoxi)(diizopropilamino)fosfino)oxi)propan-1,2-diil, s-a addugat 'BuOOH
(0,80 mL, 4,0 mmol) si amestecul s-a agitat timp de 4 h. Amestecul de reactie s-a diluat cu diclorometan,
s-a spalat cu bisulfat de sodiu 10% si saramurd, si apoi s-a uscat pe sulfat de sodiu. Dupd filtrare si
concentrarea sub vid, reziduul sub formd de spumi galbend s-a purificat prin ISCO (24 g SiOa:
MeOH/diclorometan 0 la 10%) pentru a da clorurd de 4-(((2,3-bis(palmitoiloxi)propoxi)(2-
cianoetoxi)fosforil)oxi)-N, N, N-trimetilbutan-1-aminiu ca un solid alb (531 mg, 65%).
'H RMN (300 MHz, CDCl3) & 5,22-5,26 (m, 1H), 4,11-4,35 (m, 8H), 3,62-3,68 (m, 2H), 3,31 (s, 9H),
2,78-2,84 (m, 2H), 2,32 (¢, 4H, J= 7,6 Hz), 1,52-2,01 (m, 8H), 1,15-1,32 (m, 48H), 0,87 (¢, 6H, J = 7,1
Hz).
Fosfat de 2,3-bis(palmitoiloxi)propil (4-(trimetilammonio)butil) Compusul 156
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solufiec de clorurd de 4-(((2,3-bis(palmitoiloxi)propoxi)(2-cianoetoxi)fosforil)oxi)-N,N,N-
trimetilbutan-1-aminiu (531 mg, 0,65 mmol) si diizopropiletilamind (0,79 mL, 4,56 mmol) in 20 mL
MeCN s-a incdlzit la 60°C timp de 16 h. Amestecul de reactie s-a concentrat sub vid si s-a purificat prin
ISCO (aur 24 g SiO»: MeOH/diclorometan 0 la 60%) pentru a da produsul dorit, fosfat de 2,3-
bis(palmitoiloxi)propil (4-(trimetilammonio)butil) ca un solid alb (383 mg,77%).
%). '"H RMN (300 MHz, CDCl;) & 5,20 (m, 1H), 4,40 (dd, 1H, J = 11,9 Hz, 2,7 Hz), 4,15 (dd, 1H, J =
11,9 Hz, 6,8 Hz), 3,89-3,98 (m, 4H), 3,65-3,72 (m, 2H), 3,29 (s, 9H), 2,22-2,34 (m, 6H), 1,94-2,02 (m,
2H), 1,69-1,73 (m, 2H), 1,15-1,61 (m, 2H), 1,24 (bs, 48H), 0,87 (t, 6H, J = 7,1 Hz).
Compusul 150: : Fosfat de 2,3-Bis(palmitoiloxi)propil (2-(trietilammonio)etil)

Cloruri de 2-(((2,3-bis(palmitoiloxi)propoxi)(2-cianoetoxi)fosfanil)oxi)-N, N, N- trietiletan-1-aminiu
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La o solutic de dipalmitat de 3-(((2-cianoetoxi)(diizopropilamino)fosfino)oxi)propan-1,2-diil
(769 mg, 1,0 mmol) si iodurd de N,N,N-trietil-2-hidroxietanaminiu (126 mg, 0,46 mmol) in 10 mL
diclorometan, s-a adiugat lent o solutic de tetrazol in MeCN (0,45 M, 1,03 mL, 0,46 mmol), si apoi
reactia s-a agitat la temperatura camerei timp de 16 h. Dupd disparitia confirmata a dipalmitatului de 3-
(((2-cianoetoxi)(diizopropilamino)fosfino)oxi)propan-1,2-diil, s-a adidugat 'BuOOH (0,37 mL, 1,84
mmol) si amestecul s-a agitat timp de 4 h. Amestecul de reactie s-a diluat cu diclorometan, s-a spalat cu
bisulfat de sodiu 10% si saramurd, si apoi s-a uscat pe sulfat de sodiu. Dupa filtrare si concentrarea sub
vid, reziduul sub formd de spumi galbend s-a purificat prin ISCO (12 g SiO2:MeOH/diclorometan O la
50%) pentru a da clorurd de 2-(((2,3-bis(palmitoiloxi)propoxi)(2-cianoetoxi)fosfanil)oxi)-N, N, N-
trietiletan-1-aminiu ca 0 spumi galbena (180 mg, 45%).
'H RMN (300 MHz, CDCl;) & 5,26 (m, 1H), 4,70 (m, 2H), 4,05-4,45 (m, 6H), 3,56 (g, 6H, J = 7,1 Hz),
2,87 (m, 2H), 2,28-2,36 (m, 4H), 1,70 (m, 2H), 1,58 (m, 4H), 1,41 (¢, 9H, J = 7,1 Hz), 1,24 (bs, 48H), 0,87
(1, 6H, 7,1 Hz).
Fosfat de 2,3-Bis(palmitoiloxi)propil (2-(trietilammonio)etil) Compusul 150
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O solutie de clorurd de 2-(((2,3-bis(palmitoiloxi)propoxi)(2-cianoetoxi)fosfanil)oxi)-N, N, N-
trietiletan-1-aminiu (180 mg, 0,21 mmol) si diizopropiletilaming (0,27 mL, 1,53 mmol) in 5 mL. MeCN s-
a incilzit 1a 60°C timp de 16 h. Amestecul de reactie s-a concentrat sub vid si s-a purificat prin ISCO (aur
12 g SiOs: MeOH/diclorometan 0 la 60%) pentru a se obtine produsul dorit, fosfat de 2,3-
bis(palmitoiloxi)propil (2-(trietilammonio)etil) ca un solid alb (114 mg, 70%).
'"H RMN (300 MHz, CDCl3) & 5,21 (m, 1H), 4,41 (dd, 1H, J = 11,9 Hz, 2,7 Hz), 4,31 (m, 2H), 4,15 (dd,
1H, J = 11,9 Hz, 6,8 Hz), 4,01 (1, 2H, J = 6,6 Hz), 3,51 (¢, 8H, J=7,4 Hz), 2,28 (¢, 4H, J= 6,3 Hz), 1,71
(m, 4H), 1,37 (¢, 9H, J= 7,4 Hz), 1,24 (bs, 48H), 0,87 (¢, 6H, J = 7,1 Hz).

Compusul 151: Fosfat de 2,3-Bis(palmitoiloxi)propil (2-(tripropilammonio)etil)

Bromurd de N-(2-Hidroxietil)-N,N-dipropilpropan-1-aminiu (Ref: Dalton Trans. 2015, 44,
16680)

Formuls Chimsody O RaERQ
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O solutie de tripropilamind (3,8 mL, 20 mmol) si 2-bromoetanol (1,42 mL, 20 mmol) in 20 mL
MeCN s-a incdlzit 1a reflux timp de 16 h. Amestecul de reactie s-a concentrat si reziduul s-a precipitat in
amestec de hexani/EtOAc pentru a se obtine bromura de N-(2-hidroxietil)-N, N-dipropilpropan-1-aminiu
ca un solid alb (3,81 g, 71%).
'"H RMN (300 MHz, DMSO-ds) 6 5,25 (2, 1H, J = 5,2 Hz), 3,77 (m, 2H), 3,33 (¢, 2H, J= 7,1 Hz), 3,17-
3,23 (m, 6H), 1,56-1,68 (m, 6H), 0,88 (1, 9H, J = 7,1 Hz).
Clorurd de N-(2-(((2,3-Bis(palmitoiloxi)propoxi)(2-cianoetoxi)fosfanil)oxi)etil)-V, N-dipropilpropan-
1-aminiu

La o solutic de dipalmitat de 3-(((2-cianoetoxi)(diizopropilamino)fosfino)oxi)propan-1,2-diil
(769 mg, 1,0 mmol) si bromurd de N-(2-hidroxietil)-N, N-dipropilpropan-1-aminiu (268 mg, 1,0 mmol) in
10 mL diclorometan, s-a addugat lent o solutie de tetrazol in MeCN (0,45 M, 2,2 mL, 1,0 mmol), si apoi
reactia s-a agitat la temperatura camerei timp de 16 h. Dupd disparitia confirmata a dipalmitatului de 3-
(((2-cianoetoxi)(diizopropilamino)fosfino)oxi)propan-1,2-diil, s-a addugat 'BuOOH (0,80 mL, 4,0 mmol)
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si amestecul s-a agitat timp de 4 h. Amestecul de reactie s-a diluat cu diclorometan, s-a spalat cu 10%
bisulfat de sodiu si saramurd, si apoi s-a uscat pe sulfat de sodiu. Dupi filtrare si concentrarea sub vid,
reziduul sub forma de spuma galbend s-a purificat prin ISCO (24 g SiO:1: MeOH/diclorometan 0 la 50%)
pentru a da clorurd de N-(2-(((2,3-bis(palmitoiloxi)propoxi)(2-cianoetoxi)fosfanil)oxi)etil)-N, N-
dipropilpropan-1-aminiu de ca o spumi alba (520 mg, 60%).

'"H RMN (300 MHz, CDCl3) & 5,26 (m, 1H), 4,64 (m, 2H), 4,10-4,42 (m, 6H), 3,97 (m, 2H), 3,31 (m, 6H),
2,87 (m, 2H), 2,32 (g, 4H, J = 7,7 Hz), 1,54-2,00 (m, 10H), 1,24 (m, 48H), 1,03 (1, 9H, J= 7,1 Hz), 0,87
(t, 6H, J= 1,1 Hz).

Fosfat de 2,3-Bis(palmitoiloxi)propil (2-(tripropilammonio)etil)

Compusul 151
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O solutie de clorurd de N-(2-(((2,3-bis(paimitoiloxi)propoxi)(2-cianoetoxi)fosfanil)oxi)etil)-N, N-
dipropilpropan-1-aminiu (520 mg, 0,60 mmol) si diizopropiletilamini (0,75 mL, 4,29 mmol) in 20 mL
MeCN s-a incalzit la 60 °C timp de 16 h. Amestecul de reactie s-a concentrat sub vid si s-a purificat prin
ISCO (aur 24 g SiO;: MeOH/diclorometan 0 la 60%) pentru a se obtine produsul dorit, fosfat de 2,3-
bis(palmitoiloxi)propil ~ (2-(tripropilammonio)etil) ca un solid alb (360 mg, 73%).
'H RMN (300 MHz, CDCl3) & 5,20 (m, 1H), 4,41 (dd, 1H, J = 11,9 Hz, 2,7 Hz), 4,28 (m, 2H), 4,13 (dd,
1H, J = 11,9 Hz, 6,8 Hz), 4,00 (¢, 2H, J = 6,6 Hz), 3,62 (m, 2H), 3,31-3,38 (m, 6H), 2,27 (dd, 4H, J = 7,0
Hz), 1,66-1,80 (m, 6H), 1,52-1,61 (m, 4H), 1,24 (bs, 48H), 1,04 (r, 9H, J = 7,4 Hz), 0,87 (¢, 6H, J = 7,1
Hz).

Compusul 152: Fosfat de 2,3-bis(palmitoiloxi)propil (2-(1-metilpiperidin-1-ium-1-il)etil)

4-Metilbenzensulfonat de 4-(2-Hidroxietil)-4-metilmorfolin-4-ium (Ref: Eur. J. Med Chem.
2009, 44, 4970)
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O solutie de 2-morfolinoetan-1-ol (2,7 mL, 22 mmol) si tosilat de metil (3,0 mL, 20 mmol) in 20
mL acetonitrile s-a incdlzit la reflux timp de 4 h. Amestecul de reactic s-a concentrat sub vid si s-a
precipitat in acetond pentru a da 4-metilbenzensulfonat de 3-hidroxi-4-metilmorfolin-4-ium ca un solid
maroniu (5,57 g, 87%).
'"H RMN (300 MHz, DMSO-de) 6 7,47 (d, 2H, J = 8,0 Hz), 7,11 (d, 2H, J= 8,0 Hz), 5,27 (¢, 1H, J = 4.8
Hz), 3,79-3,86 (m, 2H), 3,36-3,46 (m, 6H), 3,06 (s, 3H), 2,28 (s, 3H), 1,72-1,83 (m, 4H), 1,46-1,55 (m,
2H).
Cloruri de 1-(2-((2,3-Bis(palmitoiloxi)propoxi)(2-cianoetoxi)fosfanil)oxi)etil)-1-metilpiperidin-1-
ium
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La o solutie de dipalmitat de 3-(((2-cianoetoxi)(diizopropilamino)fosfaniljoxi)propan-1,2-diil
(769 mg, 1,0 mmol) si 4-metilbenzensulfonat de 1-(2-hidroxietil)-1-metilpiperidin-1-ium (315 mg, 1,0
mmol) in 10 mL diclorometan s-a addugat lent, o solutic de tetrazol in MeCN (0,45 M, 2,2 mL, 1,0
mmol), si apoi reactia s-a agitat la temperatura camerei timp de 1 6 h. Dupd disparitia confirmata a
dipalmitatului de 3-(((2-cianoetoxi)(diizopropilamino)fosfanil)oxi)propan-1,2-diil, s-a addugat 'BuOOH
(0,80 mL, 4,0 mmol) si amestecul s-a agitat timp de 4 h. Amestecul de reactie s-a diluat cu diclorometan,
s-a spalat cu bisulfat de sodiu 10% si saramurd, si apoi s-a uscat pe sulfat de sodiu. Dupd filtrare si
concentrarea sub vid, reziduul sub formd de spumid galbend s-a purificat prin ISCO (24 g SiOa:
MeOH/diclorometan 0 la 50%) pentru a da clorurd de 1-(2-(((2,3-bis(palmitoiloxi)propoxi)(2-
cianoetoxi)fosfanil)oxi)etil)- 1-metilpiperidin-1-ium ca o spuma albad (690 mg, 84%).
'H RMN (300 MHz, CDCl3) & 5,25 (m, 1H),4,66 (m, 2H), 4,05-4,32 (m, 7TH), 3,48 (s, 2H), 3,52-3,70 (m,
3H), 3,32 (s, 3H), 2,84 (m, 2H), 2,32 (¢, 4H, J = 8,0 Hz), 1,92 (m, 4H), 1,77 (m, 2H), 1,59 (m, 4H), 1,19-
1,34 (bs, 48H), 0,87 (¢, 6H, J = 6,8 Hz).
Fosfat de 2,3-bis(palmitoiloxi)propil (2-(1-metilpiperidin-1-ium-1 -il)etil)

Compusul 152
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O solutie de clorurd de 1-(2-(((2,3-bis(palmitoiloxi)propoxi)(2-cianoetoxi)fosfanil)oxi)etil)-1-
metilpiperidin-1-ium (690 mg. 0,83 mmol) si diizopropiletilamina (1,02 mL. 5,83 mmol) in 20 mL MeCN
s-a incdlzit la 60 °C timp de 16 h. Amestecul de reactie s-a concentrat sub vid si s-a purificat prin ISCO
(aur 24 g SiO;:MeOH/diclorometan 0 la 60%) pentru a se obtine produsul dorit, fosfat de 2,3-
bis(palmitoiloxi)propil (2-(1-metilpiperidin-1-ium-1-il)etil) ca un solid alb (495 mg, 77%).
'H RMN (300 MHz, CDCl;) & 5,18-5,20 (m, 1H), 4,30-4,42 (m, 3H), 4,12 (dd, 1H, J = 11,9 Hz, 7,1 Hz),
3,98 (1, 2H, J= 5,7 Hz), 3,82 (m, 2H), 3,60-3,71 (m, 2H), 3,46-3,55 (m, 2H), 3,33 (s, 3H), 2,27 (¢, 4H, J =
7,4 Hz), 2,10 (m, 2H), 1,84-1,96 (m, 4H), 1,66-1,76 (m, 2H), 1,50-1,63 (m, 2H), 1,24 (bs, 48H), 0,87 (t,
6H, J = 6,6 Hz).

Compusul 153: Fosfat de 2,3-Bis(palmitoiloxi)propil (2-(4-metilmorfolino-4-ium)etil)
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Bromurd de 1-(2-hidroxietil)chinuclidin-1-ium (Ref: Org. Bioorg. Chem. 2010,425)-

Fonmad Chimnds ColeBedid

5 O solutie de chinuclidind (2,22 g, 20 mmol) si 2-bromoetanol (1,42 mL, 20 mmol) in 20 mL
THF s-a incdlzit 1a 50 °C timp de 5 h. Dupi ricirea la temperatura camerei, solidul s-a filtrat si s-a spalat
cu cter pentru a da bromura de 1-(2-hidroxietil)chinuclidin-1-ium ca un solid alb (4,61 g, 97%).
'"H RMN (300 MHz, DMSO-ds) & 5,24 (¢, 1H, J= 4,6 Hz), 3,76-3,83 (m, 2H), 3,46 (¢, 6H, J = 7,6 Hz),
3,21 (¢, 2H, J= 5,5 Hz), 2,01-2,08 (m, 1H), 1,81-1,88 (m, 6H).
10 Cloruri de 1-(2-(((2,3-Bis(palmitoiloxi)propoxi)(2-cianoetoxi)fosfanil)oxi)etil)chinuclidin-1-ium
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La o solutie de dipalmitat de 3-(((2-cianoetoxi)(diizopropilamino)fosfaniljoxi)propan-1,2-diil

(769 mg, 1,0 mmol) si bromurd de 1-(2-hidroxietil)chinuclidin-1-ium (236 mg, 1,0 mmol) in 10 mL
diclorometan, s-a addugat lent o solutie de tetrazol in MeCN (0,45 M, 2,2 mL, 1,0 mmol), si apoi reactia
s-a agitat la temperatura camerei timp de 16 h. Dupa disparitia confirmatd a dipalmitatului de 3-(((2-

20 cianoetoxi)(diizopropilamino)fosfanil)oxi)propan-1,2-diil, s-a addugat 'BuOOH (0,80 mL, 4,0 mmol) si
amestecul s-a agitat timp de 4 h. Amestecul de reactie s-a diluat cu diclorometan, s-a spilat cu bisulfat de
sodiu 10% si saramurd, si apoi s-a uscat pe sulfat de sodiu. Dup3 filtrare si concentrarea sub vid, reziduul
sub formd de spuma galbend s-a purificat prin ISCO (24 g SiO»: MeOH/diclorometan 0 la 10%) pentru a
da clorurd de 1-(2-(((2,3-bis(palmitoiloxi)propoxi)(2-cianoetoxi)fosfanil)oxi)etil)chinuclidin-1-ium ca un

25 solid alb (646 mg, 76%).
'H RMN (300 MHz, CDCl3) 6 5,25 (m, 1H),4,63 (m, 2H), 4,13-4,44 (m, 6H), 3,85 (m, 2H), 3,65 (m, 6H),
3,27 (m, 4H), 2,87 (m, 2H), 2,32 (¢, 4H, J = 7,6 Hz), 2,19 (m, 1H), 2,04 (m, 4H), 1,59 (m, 2H), 1,18-1,42
(m, 48H), 0,87 (¢, 6H, J= 7,0 Hz).
Fosfat de 2,3-bis(palmitoiloxi)propil (2-(4-metilmorfolino-4-ium)etil)

30
Compusul 153
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0] solutie de clorurd de 1-(2-(((2,3-bis(paimitoiloxi)propoxi)(2-
cianoetoxi)fosfanil)oxi)etil)chinuclidin-1-ium (646 mg, 0,76 mmol) si diizopropiletilamini (0,94 mL,
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5,38 mmol) in 20 mL MeCN s-a incdlzit la 60 °C timp de 16 h. Amestecul de reactie s-a concentrat sub
vid si s-a purificat prin ISCO (aur 24 g SiO,: McOH/diclorometan 0 1a 60%) pentru a se obtine produsul
dorit, fosfat de 2,3-bis(palmitoiloxi)propil (2-(4-metilmorfolino-4-ium)etil) ca un solid alb (444 mg.
74%).

'H RMN (300 MHz, CDCly) & 5,22 (m, 1H), 4,40 (dd, 1H, J= 11,6 Hz, 2,8 Hz), 4,30 (m, 2H), 4,12 (dd,
1H, J= 11,8 Hz, 7,0 Hz), 3,98 (m, 2H), 3,63-3,73 (m, 8H), 2,15-2,34 (m, 8H), 2,00 (m, SH), 1,50-1,62 (m,
2H), 1,18-1,42 (m, 48H), 0,87 (¢, 6H, J = 7,0 Hz).

Compusul 160: Fosfat de 2,3-Bis(stearoiloxi)propil (2-(trietilammonio)etil)

Distearat de  3-(Benziloxi)propan-1,2-diil ~ (Ref:  EP 1916255 A2, Pg 30)
R g R,

e e g I TN N T e TN

e 2 M e S 9
Formud Ohesindr Qe

Sreulste Molsoularar
Un amestec de 3-(benziloxi)propan-1,2-diol (13,39 g, 73,5 mmol), acid stearlc (41,8 g, 0,147 moli), EDCI
(31,0 g, 0,161 moli)' si DMAP (1,80 g, 14,7 mmol) in 300 mL diclorometan s-a agitat la temperatura
camerei timp de 40 h. Amestecul de reactie s-a diluat cu apd, s-a extras cu diclorometan (2 X 500 mL), si
stratul organic combinat s-a spdlat cu saramurd si s-a uscat pe sulfat de sodiu. Dupd filtrare si
concentrarea sub vid, produsul brut s-a purificat prin dizolvarea in hexani si filtrarea printr-un dop de
silicagel, si apoi s-a eluat cu EtOAc/Hexani 0 la 30% pentru a da distearat de 3-(benziloxi)propan-1,2-diil
ca un solid alb (48,2 g, 91%).
'"H RMN (300 MHz, CDCly) & 7,27-7,34 (m, 5H), 5,21-5,25 (m, 1H), 4,53 (m, 2H), 4,34 (dd, 1H, J = 3,8
Hz, 11,8 Hz), 4,18 (dd, 1H, J = 6,6 Hz, 11,8 Hz), 3,58 (d, 2H, J = 6,0 Hz), 2,24-2,34 (m, 4H), 1,54-1,63
(m, 4H), 1,24 (s, 56H), 0,87 (1, 6H, J= 6,3 Hz).
Distearat de 3-Hidroxipropan-1,2-diil

@«?%w"“\,@‘” e d““\‘\\,‘w‘ I TV

Un amestec de distearat de 3-(benziloxi)propan-1,2-diil (48,2 g, 67,4 mmol) si Pd/C (5%,
Degaussa E10002U/W, Aldrich 330124, 4.8 g) in 1 L EtOAc s-a purjat cu azot si hidrogen de 3 ori,
respectiv, si apoi reactia s-a agitat la temperatura camerei cu balon timp de 16 h. Suspensia s-a filtrat prin
Celitd, s-a spalat cu diclorometan (3 L). Dupd concentrarea sub vid, solidul s-a precipitat in diclorometan
pentru a da distearat de 3-hidroxipropan-1,2-diil ca un solid alb (40,67 g, 96%).

'H RMN (300 MHz, CDCl3) § 5,05-5,11 (m, 1H), 4,31 (dd, 1H, J= 4,6 Hz, 11,9 Hz), 4,23 (dd, 1H, J=5,7
Hz, 11,9 Hz), 3,70-3,74 (m, 2H), 2,33 (¢, 4H, J = 7,1 Hz), 2,00 (z, 1H, J = 6,3 Hz), 1,57-1,62 (m, 4H),
1,24 (s, 56H), 0,87 (¢, 6H, J i= 7,1 Hz).

Distearat de 3-(((2-Cianoetoxi)(diizopropilamino)fosfanil)oxi)propan-1,2-diil
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La o solutie de 3-hidroxipropan-1,2-diil distearate (5,00 g, 8,0 mmol) si tetrazol (0,45 M in
MeCN, 356 mL, 16,0 mmol) 1in 150 mL diclorometan, o solutie de 3-
((cloro(diizopropilamino)fosfino)oxi)propanenitrile (5,1 mL, 16,0 mmol) in 100 mL diclorometan s-a
addugat in picdturi si amestecul de reactie s-a agitat la temperatura camerei timp de 4 h. Amestecul s-a
concentrat si s-a purificat prin ISCO (120 g SiO2:EtOAc/Hexani (1% Et;N) 0 la 10%) pentru a da
distearat de 3-(((2-cianoetoxi)(diizopropilamino)fosfanil)oxi)propan-1,2-diil ca un solid alb (3,73 g,
56%). Randamentul poate fi crescut prin preluarea coloanei cu exces de hexani/1% Et3;N.
'"H RMN (300 MHz, CDCl3) & 5,16-5,20 (m, 1H), 4,28-4,37 (m, 1H), 4,11-4,17 (m, 1H), 2,62 (¢, 2H, J=
6,3 Hz), 2,26-2,32 (m, 8H), 1,57-1,64 (m, 6H), 1,24 (s, 56H), 1,14-1,19 (m, 12H), 0,87 (z, 6H, J= 6,3 Hz).
Cloruri de 2-(((2,3-Bis(stearoiloxi)propoxi)(2-cianoetoxi) fosforil)oxi)-N, N, N-trietiletanaminiu
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La o solutie de distearat de 3-(((2-cianoetoxi)(diizopropilamino)fosfanil)oxi)propan-1,2-diil (700
mg, 0,848 mmol) si iodurd de N,N,N-trietil-2-hidroxietanaminiu (232 mg, 0,848 mmol) in 10 mL
diclorometan, s-a addugat lent o solutie de tetrazol in MeCN (0,45 M, 1,9 mL, 0,848 mmol), si apoi
reactia s-a agitat la temperatura camerei timp de 16 h. Dupa disparitia confirmata a distearatului de 3-(((2-
cianoetoxi)(diizopropilamino)fosfanil)oxi)propan-1,2-diil, s-a addugat ‘BuOOH (0,68 mL, 3,39 mmol) si
amestecul s-a agitat timp de 4 h. Amestecul de reactie s-a diluat cu diclorometan, s-a spalat cu 10%
bisulfat de sodiu si saramurd, si apoi s-a uscat pe sulfat de sodiu. Dupd filtrare si concentrarea sub vid,
reziduul sub forma de spuma galbend s-a purificat prin ISCO (24 g SiO>: MeOH/diclorometan 0 la 10%)
pentru a da clorurd de 2-(((2,3-bis(stearoiloxi)propoxi)(2-cianoetoxi) fosforil)oxi)-N, N,N-trietiletanaminiu
ca o spuma gilbuie (332 mg, 43%).
"H RMN (300 MHz, CDCls) 6 5,29 (m, 1H), 4,67 (m, 1H). 4,14-4.,44 (m, TH), 3,98 (m, 1H), 3,51 (¢, 6H, J
=17.2 Hz), 2,87 (m, 2H), 2,28-2,37 (m, 4H), 1,60 (m, SH), 1,41 (z, 9H, J = 7,1 Hz), 1,24 (s, 56H), 0,87 (¢,
6H, J = 17,2 Hz).
Fosfat de 2,3-Bis(stearoiloxi)propil (2-(trietilamonio)etil) Compusul 160
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O solutiec de clorurd de 2-(((2,3-bis(stearoiloxi)propoxi)(2-cianoetoxi) fosforil)oxi)-N,N,N-
trietiletanaminiu (332 mg, 0,374 mmol) si diizopropiletilamind (0,46 mL, 2,62 mmol) in 10 mL MeCN s-
a incilzit la 60 °C timp de 16 h. Amestecul de reactie s-a concentrat sub vid si s-a purificat prin ISCO
(aur 24 g SiOx: MeOH/diclorometan O la 60%) pentru a da produsul dorit, fosfat de 2,3-
bis(stearoiloxi)propil (2-(trietilamonio)etil) ca un solid alb (200 mg, 64%).

'H RMN (300 MHz, CDCls) & 5,18-5,25 (m, 1H), 4,41 (dd, 1H, J =2,7 Hz, 11,8 Hz), 4,29 (m, 2H), 4,13
(dd, 1H, J =7,0 Hz, 11,8 Hz), 4,00 (¢, 2H, J= 6,6 Hz), 3,57-3,62 (m, 2H), 3,52 (¢, 6H, J = 7,4 Hz), 2,27
(g, 4H, J = 6,6 Hz), 1,52-1,62 (mn, 4H), 1,37 (1, 9H, J = 7,1 Hz), 1,24 (s, 56H), 0,87 (z, 6H, J = 7,1 Hz).
Compusul 161: Fosfat de 2,3-bis(stearoiloxi)propil (2-(1-metilpiperidin-1-ium-1-il)etil)

Cloruri de 1-(2-(((2,3-Bis(stearoiloxi)propoxi)(2-cianoetoxi)fosforil)oxi)etil)-1-metilpiperidin-1-iu
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La o solutie de distearat de 3-(((2-cianoetoxi)(diizopropilamino)fosfanil)oxi)propan-1,2-diil (700
mg, 0,848 mmol) si 4-metilbenzensulfonat de 1-(2-hidroxietil)-1-metilpiperidin-1-iu (267 mg, 0,848
mmol) in 10 mL diclorometan s-a addugat lent, o solutie de tetrazol in MeCN (0,45 M, 1,9 mL, 0,848
mmol), si apoi reactia s-a agitat la temperatura camerei timp de 16 h. Dupd disparitia confirmati a
distearatului de 3-(((2-cianoetoxi)(diizopropilamino)fosfanil)oxi)propan-1,2-diil, s-a addugat ‘BuOOH
(0,68 mL, 3,39 mmol) si amestecul s-a agitat timp de 4 h. Amestecul de reactie s-a diluat cu diclorometan,
s-a spalat cu bisulfat de sodiu 10% si saramurd, si apoi s-a uscat pe sulfat de sodiu. Dupd filtrare si
concentrarea sub vid, reziduul sub formd de spumi galbend s-a purificat prin ISCO (24 g SiOa:
MeOH/diclorometan 0 la 10%) pentru a da clorurd de 1-(2-(((2,3-bis(stearoiloxi)propoxi)(2-
cianoetoxi)fosforil)oxi)etil)-1-metilpiperidin-1-ium ca un solid alb (470 mg, 62%).
'H RMN (300 MHz, CDCl) & 5,25 (m, 1H), 4,67 (m, 2H), 4,12-4,42 (m, TH), 3,48 (s, 2H), 3,55-3,70 (m,
3H), 3,32 (s, 3H), 2,77-2,85 (m, 2H), 2,32 (g, 4H, J = 8,0 Hz), 1,93 (m, 4H), 1,70-1,78 (m, 2H), 1,59 (m,
4H), 1,19-1,34 (bs, 56H), 0,87 (¢, 6H, J = 6,8 Hz).
Fosfat de 2,3-bis(stearoiloxi)propil (2-(1-metilpiperidin-1-ium-1-il)etil) Compusul 161
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O solutie de clorurd de 1-(2-(((2,3-bis(stearoiloxi)propoxi)(2-eianoetoxi)fosforil)oxi)etil)-1-
metilpiperidin-1-ium (470 mg, 0,53 mmol) si diizopropiletilamini (0,65 mL, 3,72 mmol) in 15 mL MeCN
s-a incdlzit la 60 °C timp de 16 h. Amestecul de reactie s-a concentrat sub vid si s-a purificat prin ISCO
(aur 24 g SiO,: MeOH/diclorometan 0 la 60%) pentru a se obtine produsul dorit, fosfat de 2,3-
bis(stearoiloxi)propil (2-(1-metilpiperidin-1-ium-1-il)etil) ca un solid alb (269 mg, 61%).
'"H RMN (300 MHz, CDCl3) & 5,18-5,24 (m, 1H), 4,40 (dd, 1H, J = 12,1 Hz, 3,0 Hz), 4,34 (m, 2H), 4,12
(dd, 1H, J = 11,9 Hz, 7,1 Hz), 3,99 (¢, 2H, J = 5,7 Hz), 3,82 (m, 2H), 3,62-3,71 (m, 2H), 3,46-3,55 (m,
2H), 3,34 (s, 3H), 2,27 (g, 4H, J = 7,4 Hz), 1,84-1,96 (m, 4H), 1,68-1,76 (m, 2H), 1,52-1,63 (m, 4H), 1,24
(bs, 56H), 0,87 (1, 6H, J = 6,6 Hz).

Compusul 162: Fosfat de 2,3-bis(stearoiloxi)propil (3-(trimetilamonio)propil)

Cloruri de 3-(((2,3-Bis(stearoiloxi)propoxi)(2-cianoetoxi)fosforil)oxi)-N, N,N-trimetilpropan-1-
aminiu

S - A . : ) g B
e T T N A

B T W A N W Wi WP SN

o

R RN e N FEMEN S

883,71

La o solutie de distearat de 3-(((2-cianoetoxi)(diizopropilamino)fosfanil)oxi)propan-1,2-diil (700
mg, 0,848 mmol) si tosilat de 3-hidroxi-N, N,N-trimetilpropan-1-aminiu (245 mg, 0,848 mmol) in 10 mL
diclorometan, s-a addugat lent o solutie de tetrazol in MeCN (0,45 M, 1,9 mL, 0,848 mmol), si apoi
reactia s-a agitat la temperatura camerei timp de 16 h. Dupa disparitia confirmata a distearatului de 3-(((2-
cianoetoxi)(diizopropilamino)fosfanil)oxi)propan-1,2-diil, s-a addugat ‘BuOOH (0,68 mL, 3,39 mmol) si
amestecul s-a agitat timp de 4 h. Amestecul de reactie s-a diluat cu diclorometan, s-a spilat cu bisulfat de
sodiu 10% si saramurd, si apoi s-a uscat pe sulfat de sodiu. Dupa filtrare si concentrarea sub vid, reziduul
sub formd de spuma galbend s-a purificat prin ISCO (24 g SiO»: MeOH/diclorometan 0 la 10%) pentru a
da clorura de 3-(((2,3-bis(stearoiloxi)propoxi)(2-cianoetoxi) fosforil)oxi)-N,N,N-trimetilpropan-1-aminiu
ca o spumai alba (502 mg, 68%).
'H RMN (300 MHz, CDCl) & 5,25 (m, 1H), 4,15-4,35 (m, 7TH), 3,78 (m, 2H), 3,31 (s, 9H), 2,83 (m, 2H),
2,27-2,35 (m, 10H), 1,98 (m, 3H), 1,59 (m, 4H), 1,24 (s, 50H), 0,87 (¢, 6H, J = 6,0 Hz).
Fosfat de 2,3-bis(stearoiloxi)propil (3-(trimetilamonio)propil) Compusul 162



10

15

20

25

30

35

MD/EP 3386484 T2 2022.11.30

198

Q.;v;(}é-r"‘\-_V\r""\v_\ry*“"'\-\#@""\'a\t...-":\"\wﬁ"“ﬁ-.%,c‘"‘\% N

3 % T &
e . o N ‘S‘? .
% & R . RN & o - s S
(,.-Vgg)(%\_.s"‘ \t-\\,.ai}\ é:; _‘.-3:}'-\«‘_@‘)\;\ g\ _.“"\V.-*"\-\v@-“ ‘e "“W%\MJ N o \“\v\»"‘ \.\‘.\h“‘ Ning m\_,.
i 5§
Q

Formsd Ohimnd UaHapNyp

&

O solutiec de clorurd de 3-(((2,3-bis(stearoiloxi)propoxi)(2-cianoetoxi) fosforil)oxi)-N,N,N-
trimetilpropan-1-aminiu (502 mg, 0,58 mmol) si diizopropiletilamind (0,71 mL, 4,1 mmol) in 15 mL
MeCN s-a incdlzit 1a 60 °C timp de 16 h. Amestecul de reactie s-a concentrat sub vid si s-a purificat prin
ISCO (aur 24 g SiO2: MeOR/diclorometan 0 la 60%) pentru a se obtine produsul dorit, fosfat de 2,3-
bis(stearoiloxi)propil ~ (3-(trimetilamonio)propil) ca un solid alb (385 mg, 82%).
'H RMN (300 MHz, CDCls) & 5,02 (m, 1H), 4,40 (dd, 1H, J= 3,0 Hz, 11,8 Hz), 4,13 (dd, 1H, J = 7,2 Hz,
11,8 Hz), 3,91-4,00 (n, 4H), 3,77-3,83 (m, 2H), 3,28 (s, 9H), 2,07-2,32 (m, 10H), 1,24 (s, 56H), 0,87 (¢,
6H, J= 6,0 Hz).

Compusul 163: Fosfat de 2,3-bis(stearoiloxi)propil (3-(trimetilamonio)butil)

Cloruri de 4-(((2,3-Bis(stearoiloxi)propoxi)(2-cianoetoxi)fosforil)oxi)-N, N, N-trimetilbutan-1-aminiu
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La o solutie de distearat de 3-(((2-cianoetoxi)(diizopropilamino)fosfanil)oxi)propan-1,2-diil (700
mg, 0,848 mmol) si 4-metilbenzensulfonat de 3-hidroxi-N,N,N-trimetilbutan-1-aminiu (257 mg, 0,848
mmol) in 10 mL diclorometan, s-a addugat lent, o solutie de tetrazol in MeCN (0,45 M, 1,9 mL, 0,848
mmol), si apoi reactia s-a agitat la temperatura camerei timp de 16 h. Dupd disparitia confirmati a
distearatului de 3-(((2-cianoetoxi)(diizopropilamino)fosfanil)oxi)propan-1,2-diil, s-a addugat 'BuOOH
(0,68 mL, 3,39 mmol) si amestecul s-a agitat timp de 4 h. Amestecul de reactie s-a diluat cu diclorometan,
s-a spalat cu bisulfat de sodiu 10% si saramurd, si apoi s-a uscat pe sulfat de sodiu. Dupd filtrare si
concentrarea sub vid, reziduul sub formd de spumi galbend s-a purificat prin ISCO (24 g SiOa:
MeOH/diclorometan 0 la 10%) pentru a da clorurd de 3-(((2,3-bis(stearoiloxi)propoxi)(2-cianoetoxi)
fosforil)oxi)-N, N, N-trimetilbutan-1-aminiu ca un solid alb (648 mg, 87%).
'H RMN (300 MHz, CDCl3) & 5,19-5,27 (m, 1H), 4,1 1-4,34 (m, 8H), 3,60-3,68 (m, 2H), 3,32 (s, 9H),
2,77-2,85 (m, 2H), 2,31 (¢, 4H, J = 6,8 Hz), 1,90-2,00 (m, 2H), 1,78-1,86 (m, 2H), 1,54-1,64 (m, 4H), 1.
19-1,35 (m, S6H), 0,86 (z, 6H, J= 6,8 Hz).
Fosfat 2,3-Bis(stearoiloxi)propil (3-(trimetilamonio)butil) Compusul 163
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O solutiec de clorurd de 3-(((2,3-bis(stearoiloxi)propoxi)(2-cianoetoxi) fosforil)oxi)-N,N,N-
trimetilbutan-1-aminiu (648 mg, 0,74 mmol) si diizopropiletilamind (0,91 mL, 5,2 mmol) in 20 mL
MeCN s-a incalzit la 60 °C timp de 16 h. Amestecul de reactie s-a concentrat sub vid si s-a purificat prin
ISCO (aur 24 g SiO;: MeOH/diclorometan 0 la 60%) pentru a se obtine produsul dorit, fosfat de 2,3-
bis(stearoiloxi)propil (3-(trimetilamonio)butil) ca un solid alb (330 mg, 54%).
'H RMN (300 MHz, CDCls) & 5,18-5,24 (m, 1H), 4,40 (dd, 1H, J= 12,0 Hz, 3,0 Hz), 4,15 (dd, 1H, J=
11,9 Hz, 6,8 Hz), 3,90-3,98 (m, 4H), 3,94-3,98 (m, 2H), 3,28 (s, 9H), 1,94-2,32 (m, 6H), 1,68-1,73 (m,
2H), 1,52-1,62 (m, 4H), 1,24 (bs, 56H), 0,87 (¢, 6H, J= 6,6 Hz).

Compusul 164: Fosfat 2,3-Bis(stearoiloxi)propil (2-(chinuclidin-1-ium-1-il)etil)

Cloruri de 1-(2-(((2,3-Bis(stearoiloxi)propoxi)(2-cianoetoxi)fosforil)oxi)etil)chinuclidin-1-ium
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La o solutie de distearat de 3-(((2-cianoetoxi)(diizopropilamino)fosfanil)oxi)propan-1,2-diil (700
mg, 0,848 mmol) si bromurd de 1-(2-hidroxietil)chinuclidin-1-iu (200 mg, 0,848 mmol) in 10 mL
diclorometan, s-a addugat lent o solutie de tetrazol in MeCN (0,45 M, 1,9 mL, 0,848 mmol), si apoi
reactia s-a agitat la temperatura camerei timp de 16 h. Dupa disparitia confirmata a distearatului de 3-(((2-
cianoetoxi)(diizopropilamino)fosfanil)oxi)propan-1,2-diil, s-a addugat ‘BuOOH (0,68 mL, 3,39 mmol) si
amestecul s-a agitat timp de 4 h. Amestecul de reactie s-a diluat cu diclorometan, s-a spilat cu bisulfat de
sodiu 10% si saramurd, si apoi s-a uscat pe sulfat de sodiu. Dupa filtrare si concentrarea sub vid, reziduul
sub formd de spuma galbend s-a purificat prin ISCO (24 g SiO»: MeOH/diclorometan 0 la 10%) pentru a
da clorurd de 1-(2-(((2,3-bis(stearoiloxi)propoxi)(2-cianoetoxi)fosforil)oxi)etil)chinuclidin-1-iu ca un
solid alb (572 mg, 75%).
'H RMN (300 MHz, CDCls) & 5,26 (m, 1H), 4,62 (m, 2H), 4,16-4,42 (m, 6H), 3,85 (m, 2H), 3,63-3,73 (m,
6H), 2,84-2.92 (m, 2H), 2,32 (¢, 4H, J= 8,0 Hz), 2,20 (m, 1H), 2,04 (m, 6H), 1,52-1,84 (m, 10H), 1,18-
1,33 (m, 50H), 0,87 (¢, 6H, J= 6,8 Hz).
Fosfat de 2,3-Bis(stearoiloxi)propil (2-(chinuclidin-1-ium-1-il)etil) Compusul 164
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solutie de clorura de 1-(2-(((2,3-bis(stearoiloxi)propoxi)(2-

cianoetoxi)fosforil)oxi)etil)chinuclidin-1-ium (572 mg, 0,64 mmol) si diizopropiletilamina (0,78 mL, 4,47
mmol) in 15 mL MeCN s-a incalzit la 60 °C timp de 16 h. Amestecul de reactie s-a concentrat sub vid si
s-a purificat prin ISCO (aur 24 g SiO,: MeOH/diclorometan 0 la 60%) pentru a da produsul dorit, fosfat
de 2,3-bis(stearoiloxi)propil (2-(chinuclidin-1-ium-1-il)etil) ca un solid alb (387 mg, 72%).
%). '"H RMN (300 MHz, CDCLy) & 5,17-5,23 (m, 1H), 4,40 (dd, 1H, J= 11,9 Hz, 2,6 Hz), 4,32 (m, 2H),
4,12 (dd, 1H, J= 11,9 Hz, 7,1 Hz), 3,99 (1, 2H, J = 6,4 Hz), 3,64-3,73 (i, 9H), 2,52 (m, 4H), 2,28 (g, 4H,
J= 7,7 Hz), 2,14-2.21 (m, 1H), 2,01 (mn, 3H), 1,52-1,60 (m, 4H), 1,36-1,46 (m, 4H), 1,19-1,32 (bs, S0H),
0,87 (¢, 6H, J = 6,6 Hz).

Compusul 165: Fosfat de 2,3-Bis(stearoiloxi)propil (2-(tripropilamonio)etil)

Clorurd de N-(2-(((2,3-Bis(stearoiloxi)propoxi)(2-cianoetoxi)fosforil)oxi)etil)-V, N-dipropilpropan-1-
aminiu
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La o solutie de distearat de 3-(((2-cianoetoxi)(diizopropilamino)fosfanil)oxi)propan-1,2-diil (700
mg, 0,848 mmol) si bromurd de N-(2-hidroxietil)-N, N-dipropilpropan-1-aminiu (227 mg, 0,848 mmol) in
10 mL diclorometan, s-a addugat lent o solutie de tetrazol in MeCN (0,45 M, 1,9 mL, 0,848 mmol), si
apoi reactia s-a agitat la temperatura camerei timp de 16 h. Dupa disparitia confirmata a distearatului de
3-(((2-cianoetoxi)(diizopropilamino)fosfanil)oxi)propan-1,2-diil, s-a addugat ‘BuOOH (0,68 mL, 3,39
mmol) si amestecul s-a agitat timp de 4 h. Amestecul de reactie s-a diluat cu diclorometan, s-a spalat cu
bisulfat de sodiu 10% si saramurd, si apoi s-a uscat pe sulfat de sodiu. Dupad filtrare si concentrarea sub
vid, reziduul sub formi de spuma galbena s-a purificat prin ISCO (24 g SiO,: MeOH/diclorometan 0 la
10%) pentru a da clorurd de N-(2-(((2,3-bis(stearoiloxi)propoxi)(2-cianoetoxi)fosforil)oxi)etil)-N,N-
dipropilpropan-1-aminiu ca o spuma gilbuie (535 mg, 68%).

'H RMN (300 MHz, CDCls) § 8,82 (bs, 1H), 5,18-5,27 (m, 1H), 4,64 (m, 1H), 4,12-4,42 (m, 4H), 3,98 (m,
1H), 3,27-3,34 (m, 4H), 2,84-2.91 (m, 1H), 2,27-2,35 (m, 3H), 1,69-1,82 (m, 4H), 1,52-1,64 (m, 5H), 1,39
(d, 12H, J = 6,3 Hz), 1,19-1,33 (bs, 56H), 0,99-1,06 (m, 5H), 0,87 (¢, 6H, J = 6,8 Hz).

Fosfat de 2,3-Bis(stearoiloxi)propil (2-(tripropilamonio)etil) Compus
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O solutiec de clorurd de 2-(((2,3-bis(stearoiloxi)propoxi)(2-cianoetoxi) fosforil)oxi)-N,N,N-
tripropiletanaminiu (535 mg, 0,57 mmol) si diizopropiletilamind (0,70 mL, 4,03 mmol) in 20 mL MeCN
s-a incdlzit la 60 °C timp de 16 h. Amestecul de reactie s-a concentrat sub vid si s-a purificat prin ISCO
(aur 24 g SiOx: MeOH/diclorometan O la 60%) pentru a da produsul dorit, fosfat de 2,3-
bis(stearoiloxi)propil (2-(tripropilamonio)etil) ca un solid alb 472 mg, 94%).
'H RMN (300 MHz, CDCls) & 5,16-5,23 (m, 1H), 4,41 (dd, 1H, J = 11,9 Hz, 3,3 Hz), 4,26 (m, 2H), 4,13
(dd, 1H, J = 11,9 Hz, 7,1 Hz), 4,02 (¢, 2H, J= 6,3 Hz), 3,60 (m, 2H), 3,228-3,37 (m, 6H), 2,22-2 31 (m,
4H), 1,33-1,96 (m, 15H), 1,24 (bs, 51H), 1,04 (¢, 9H, J= 7,1 Hz), 0,87 (¢, 6H, J= 6,6 Hz).

Compusul 166: Fosfat de 2,3-Bis(stearoiloxi)propil (2-(4-metilmorfolino-4-ium)etil)

Cloruri de 4-(2-(((2,3-Bis(stearoiloxi)propoxi)(2-cianoetoxi)fosforil)oxi)etil)-4-metilmorfolin-4-ium
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La o solutie de distearat de 3-(((2-cianoetoxi)(diizopropilamino)fosfanil)oxi)propan-1,2-diil (700
mg, 0,848 mmol) si 4-metilbenzensulfonat de 3-hidroxi-4-metilmorfolin-4-ium (269 mg, 0,848 mmol) in
10 mL diclorometan, s-a addugat lent o solutie de tetrazol in MeCN (0,45 M, 1,9 mL, 0,848 mmol), si
apoi reactia s-a agitat la temperatura camerei timp de 16 h. Dupa disparitia confirmata a distearatului de
3-(((2-cianoetoxi)(diizopropilamino)fosfanil)oxi)propan-1,2-diil, s-a addugat BuOOH (0,68 mL, 3,39
mmol) si amestecul s-a agitat timp de 4 h. Amestecul de reactie s-a diluat cu diclorometan, s-a spalat cu
bisulfat de sodiu 10% si saramurd, si apoi s-a uscat pe sulfat de sodiu. Dupad filtrare si concentrarea sub
vid, reziduul sub formi de spuma galbena s-a purificat prin ISCO (24 g SiO,: MeOH/diclorometan 0 la
10%) pentru a da clorurd de 4-(2-(((2,3-bis(stearoiloxi)propoxi)(2-cianoetoxi)fosforil)oxi)etil )-4-
metilmorfol in-4-ium ca o spumai gilbuie (456 mg, 60%).

'"H RMN (300 MHz, CDCls) & 5,26 (m, 1H), 4,72 (m, 2H), 4,12-4,40 (m, 8H), 3,96-4,08 (m, 4H), 3,72 (m,
4H), 3,52 (s, 3H), 2,84 (m, 2H), 2,32 (¢, 6H, J= 7,9 Hz), 1,59 (m, 4H), 1,14-1,31 (m, 54H), 0,87 (¢, 6H, J
= 6,6 Hz).

2,3-Bis(stearoiloxi)propil (2-(4-metilmorfolino-4-ium)etil) fosfat Compusul 166
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O solutie de clorurd de 4-(2-(((2,3-bis(stearoiloxi)propoxi)(2-cianoetoxi)fosforil)oxi)etil )-4-
metilmorfolin-4-ium (456 mg, 0,51 mmol) si diizopropiletilamina (0,63 mL, 4,03 mmol) in 15 mL MeCN
s-a incdlzit la 60 °C timp de 16 h. Amestecul de reactie s-a concentrat sub vid si s-a purificat prin ISCO
(aur 24 g SiOx: MeOH/diclorometan O la 60%) pentru a da produsul dorit, fosfat de 2,3-
bis(stearoiloxi)propil  (2-(4-metilmorfolino-4-ium)etil) ca un solid alb (360 mg, 84%).
"H RMN (300 MHz, CDCl3) 6 5,21 (m, 1H), 4,36-4,42 (m, 3H), 4,10 (dd, 1H, J = 12,1 Hz, 7,4 Hz), 3,93-
4,06 (m, 8H), 3,66-3,72 (m, 4H), 3,52 (s, 3H), 2,27 (¢, 4H, J= 7,1 Hz), 1,92-2,06 (m, 2H), 1,52-1,62 (m,
4H), 1,24 (m, 54H), 0,87 (t, 6H, J = 6,6 Hz).

Trifluoroacetat de N-((2-Aminoetil)sulfonil)oleamida

Carbamat de tert-Butil (2-sulfamoiletil) (Ref: W02007/041634)

Un amestec de 2-aminoetan-1-sulfonamidi (3,37 g, 21 mmol), dicarbonat de di-fert-butil (6,87 g,
31,5 mmol), trietilamind (11,7 mL, 84 mmol) si N,N-dimetilpiridin-4-amind (260 mg, 2,1 mmol) in 120
mL diclorometan s-a agitat la temperatura camerei timp de 16 h. Amestecul de reactie s-a diluat cu apa si
s-a extras cu diclorometan. Stratul organic combinat s-a spdlat cu saramurd si s-a uscat pe sulfat de sodiu.
Dupa filtrare si concentrare, reziduul s-a purificat prin ISCO (80 g SiO,: EtOAc/hexani 0 la 100%) pentru
a da carbamat de ferf-butil (2-sulfamoiletil) ca un solid alb (1,40 g, 30%).
'"H RMN (300 MHz, CDCl3) & 5,08 (bs, 1H), 4,87 (bs, 1H), 3,67 (g, 2H, J= 6,0 Hz), 3,28 (1, 2H, J = 6,0
Hz), 1,44 (s, 9H).

Carbamat de tert-Butil (2-(N-oleoilsulfamoil)etil) (Ref: WO2008/087190)
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Un amestec de carbamat de ferf-butil (2-sulfamoiletil) (1,40 g, 6,24 mmol), acid oleic (2,0 mL,
6,24 mmol), 1,1'-carbonildiimidazol (1,01 g, 6,24 mmol) si 1,8-diazabiciclo[5,4,0]undec-7-end (2,0 mL,
13,7 mmol) in 60 mL N,N-dimetilformamid3 s-a agitat la temperatura camerei timp de 16 h. TLC a aratat
formarea produsului. Amestecul de reactie s-a acidulat cu solutie de HC1 4N la pH = 2, si apoi s-a extras
cu eter. Dupa s-a uscat pe sulfat de sodiu, solutia s-a filtrat si s-a concentrat. Reziduul s-a purificat prin
ISCO (80 g SiO1: EtOAc/hexani, 0 1a 10%) pentru a da carbamat de ferf-butil (2-(N-oleoilsulfamoil)etil)
(2,34 g, 76%).
'H RMN (300 MHz, CDCl3) & 5,29-5,34 (m, 2H), 5,07 (bs, 1H), 3,60 (bs, 4H), 2,33 (z, 2H, J = 7,5 Hz),
1,97-2,03 (m, 4H), 1,62-1,68 (m, 3H), 1,43 (s, 9H), 1,23-1,30 (m, 20 H), 0,87 (¢, 3H, J= 5,8 Hz).
Trifluoroacetat de N-((2-Aminoetil)sulfonil)oleamida
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La o solutie de carbamat de fert-butil (2-(N-oleoilsulfamoil)etil) (378 mmol, 0,77 mmol) in 10
mL diclorometan, s-a addugat lent acid trifluoroacetic (2 mL), si s-a agitat la temperatura camerei timp de
4 h. TLC a aratat disparitia carbamatului de tert-butil (2-(N-olcoilsulfamoil)etil). Amestecul de reactie s-a
concentrat la sec si triturat cu hexani pentru a da trifluoroacetat de N-((2-aminoetil)sulfonil)oleamida ca
un solid alb (344 mg, 88%).
'"H RMN (300 MHz, CDCls) & 7,85 (bs, 2H), 5,28-5,36 (m, 2H), 3,84 (bs, 2H), 3,48 (bs, 2H), 2,30-2,40
(m, 2H), 1,94-2,04 (in, 4H), 1,18-1,36 (m, 20H), 0,87 (r, 6H, J= 6,8 Hz).
MS (APCI): miz (MH*) 389,3, 371,3.

N-((2-(Dimetilamino)etil)sulfonil)oleamida
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(Ref: W0O2008/087190) La o solutie de 2-(dimetilamino)etane-1-sulfonamidd (500 mg, 3,28
mmol), trietilamind (0,92 mL, 6,57 mmol) si N,N-dimetilpiridin-4-amind (40 mg, 0,33 mmol) in 30 mL
diclorometan, s-a addugat in picaturi clorurd de oleoil (1,3 mL, 3,94 mmol) si amestecul de reactie s-a
incdlzit pana la temperatura camerei. MS a ardtat ca reactia a fost completd. Amestecul de reactie s-a
diluat cu apa si s-a extras cu diclorometan. Stratul organic combinat s-a spdlat cu saramura si s-a uscat pe
sulfat de sodiu. Dupa filtrare si concentrare, reziduul s-a purificat prin ISCO (24 g SiOa:
MeOH/diclorometan () la 10%) pentru a da N-((2-(dimetilamino)etil)sulfonil)oleamida ca un solid alb
(437 mg, 32%).
'"H RMN (300 MHz, CDCls) & 5,28-5,34 (m, 2H), 3,44 (1, 2H, J = 6,3 Hz), 3,03 (t, 2H, J = 6,3 Hz), 2,48
(s, 6H), 2,32 (z, 2H, J = 7,6 Hz), 1,95-2,02 (m, 4H), 1,56-1,64 (m, 2H), 1,20-1,38 (m, 20H), 0,87 (¢, 3H,
J= 6,6 Hz).
MS (APCI): m/z (MH") 417,3.

ITodurd de N,N,N-Trimetil-2-(N-oleoilsulfamoil)etan-1-aminiu

-‘.-*"“"\,\.-“"'%"'w«“a\\x.-""%}‘3&):\’r\,\»‘y\t\"‘\\‘"‘a‘\\m‘-“‘ﬂ' -

O solutie de N-((2-(dimetilamino)etil)sulfonil)oleamidd (172 mg, 0,41 mmol) si iodometan (3
mL) in 15 mL dimetoxietan s-a agitat la temperatura camerei timp de 16 h. TLC a arétat ca reactia a fost
completd. Dupa concentrare, produsul brut s-a purificat prin ISCO (aur 24 g SiO,: MeOH/diclorometan 0
la 20%) pentru a se obtine iodurd de N,N,N-trimetil-2-(N oleoilsulfamoil)etan-1-aminiu ca o spuma
galben deschis (217 mg, 94%).
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'"H RMN (300 MHz, CDCl3) § 5,28-5,38 (m, 2H), 4,24 (bs, 4H), 3,45 (s, 9H), 2,54-2,64 (m, 2H), 1,94-
2,06 (m, 4H), 1,56-1,68 (m, 2H), 1,20-1,38 (m, 20H), 0,87 (t, 3H, J = 6,6 Hz).
MS (APCI): m/z (MH*) 417,3, 391,3.
N-((3-(Dimetilamino)propil)sulfonil)oleamida
3-Cloro-N,N-bis(4-metoxibenzil)propan-1-sulfonamida
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La 0 °C, la o solutie de clorura de 3-cloropropan-1-sulfonil (2,68 mL, 22 mmol) si trietilamind
(7.8 mL, 56 mmol) in 80 mL diclorometan, s-a addugat lent o solutic de bis(4-metoxibenzil)amind (5,15g,
20 mmol) in 20 mL diclorometan, si apoi reactia s-a incalzit pand la la temperatura camerei timp de 16 h.
Amestecul de reactie s-a diluat cu apa si s-a extras cu diclorometan. Stratul organic combinat s-a spilat cu
saramura si s-a uscat pe sulfat de sodiu. Solutia s-a filtrat printr-un dop de silicagel si s-a eluat cu 30%
EtOAc in hexani. Dupd concentrare, produsul brut s-a purificat cu ISCO (120 g SiO,: EtOAc/Hexani O la
30%) pentru a da 3-cloro-N,N-bis(4-metoxibenzil)propan-1-sulfonamida ca un ulei maroniu(4,95, 62%).
'"H RMN (300 MHz, CDCl3) & 7,20-7,25 (m, 4H), 6,85-6,90 (m, 4H), 4,27 (s, 4H), 3,81 (s, 6H), 3,60 (z,
2H, J = 6,8 Hz), 2,99 (1, 2H, J = 7,1 Hz), 2,19-2,28 (m, 2H).
3-(Dimetilamino)-N, N-bis(4-metoxibenzil)propan-1-sulfonamida
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Intr-un tub etans, un amestec de 3-cloro-N,N-bis(4-metoxibenzil)propan-1-sulfonamida (4,95 g,
12,4 mmol) in solutie de dimetilamind in THF (2,0 M, 30 mL, 60 mmol) s-a incdlzit la 70 °C timp de 16
h. MS a aritat produsul. Dupd racirea la temperatura camerei, amestecul de reactie s-a filtrat si s-a spalat
cu diclorometan. Filtratul s-a concentrat si produsul brut s-a purificat cu ISCO (120 g SiO:
MeOH/diclorometan 0 la 7%) pentru a da 3-(dimetilamino)-N,N-bis(4-metoxibenzil)propan-1-
sulfonamida ca un ulei maroniu (4,04. 80%).
'"H RMN (300 MHz, CDCls)  7,15-7,25 (m, 4H), 6,82-6,89 (m, 4H), 4,25 (s, 4H), 3.80 (s, 6H), 2,85-2,95
(m, 2H), 2,28 (1, 2H, J= 6,6 Hz), 2,17 (s, 6H), 1,87-1,96 (m, 2H).

3-(Dimetilamino)propan-1-sulfonamidi (Ref: WO2015/112441)
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La o solutic de 3-(dimetilamino)-N, N-bis(4-metoxibenzil)propan-1-sulfonamida (1,22 g, 3.0
mmol) si anisol (3,3 mL) in 15 mL diclorometan, s-au addugat in picaturi 22 mL acid trifluoroacetic, si
apoi s-a agitat la temperatura camerei timp de 16 h. MS a aritat produsul. Amestecul de reactic s-a
concentrat la sec pentru a da 3-(dimetilamino)propan-1-sulfonamida ca un semi-solid (1,00 g, cant.), care
s-a utilizat pentru etapa urmitoare fara altd purificare.

'"H RMN (300 MHz, CD;0D) & 3,28-3,34 (m, 2H), 3,18 (z, 2H, J = 6,6 Hz), 2,90 (s, 6H), 2,17-2,29 (m,
2H).
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MS (APCI): m/z (MH*) 167,1.
N-((3-(Dimetilamino)propil)sulfonil)oleamida
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La o solutie de 3-(dimetilamino)propan-1-sulfonamida (1,00 g, 3,0 mmol), trietilamind (1,26
mL, 9,0 mmol) si N,N-dimetilpiridin-4-amina (37 mg, 0,3 mmol) in 60 mL diclorometan, s-a addugat in
picéturi o solufie de clorurd de oleoil de (1,2 mL, 3,6 mmol), si apoi s-a agitat la temperatura camerei
timp de 16 h. MS a aritat produsul. Amestecul de reactie s-a diluat cu apa si s-a extras cu diclorometan.
Stratul organic combinat s-a spdlat cu saramurd si s-a uscat pe sulfat de sodiu. Dupa filtrare si
concentrare, reziduul s-a purificat prin ISCO (40 g SiO,: MeOH/diclorometan 0 la 10%) pentru a da N-
((3-(dimetilamino)propil)sulfonil)oleamida ca un solid alb (255 mg, 20%).
'H RMN (300 MHz, CDCls) & 5,31-5,36 (m, 2H), 3,37 (t, 2H, J = 7,1 Hz), 2,99 (1, 2H, J = 7,0 Hz), 2,82
(bs, 1H), 2,68 (s, 6H), 2,37 (t, 2H, J = 7,6 Hz), 2,21-2,29 (m, 2H), 1,96-2,02 (m, 4H), 1,57-1,66 (m, 2H),
1,20-1,36 (m, 20H), 0,87 (z, 3H, J = 6,6 Hz).
MS (APCI): m/z (MH") 431,3.

ITodurd de N,N,N-trimetil-3-(N-oleoilsulfamoil)propan-1-aminiu
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La o solutie de N-((3-(dimetilamino)propil)sulfoniljoleamidd (389 mg, 0,90 mmol) in 20 mL
dimetoxietan, s-a addugat iodometan (5 mL) si amestecul de reactie s-a agitat la temperatura camerei timp
de 16 h. Fie mai mult iodometan fie un timp mai lung nu au imbunitatit randamentul. Amestecul de
reactie s-a concentrat si s-a purificat cu ISCO aur (24 g SiO»: MeOH/diclorometan 0 la 30%) pentru a da
iodurd de N,N,N-trimetil-3-(N-oleoilsulfamoil)propan-1-aminiu ca o spumi galbend (237 mg, 46%).
'"H RMN (300 MHz, CDs0D) § 5,32-5,36 (m, 2H), 3,48-3,57 (m, 4H), 3,17 (s, 9H), 2,28-2,37 (m, 4H),
1,99-2,06 (m, 4H), 1,57-1,66 (m, 2H), 1,24-1,37 (m, 20H), 0,87 (z, 3H, J = 6,6 Hz).

Acid 2-octadecilicosanoic

2,2- Dioctadecilmalonat de dietil (Ref: W02014/195432)

B :Mi
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La 0 °C, s-a addugat NaH (1,20 g, 30 mmol) intr-o solutiec de malonat de dietil (1,52 mL. 10
mmol) in 60 mL N,N-dimetilformamidd. Dupa agitarea timp de 30 min, s-a addugat lent o solutie de 1-
bromooctadecan (8,33 g, 25 mmol) in 60 mL THF, si amestecul de reactie s-a incalzit pAna la temperatura
camerei si apoi s-a incilzit la 50 °C timp de 6 h. Apoi reactia s-a ricit la temperatura camerei, s-au
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addugat MeOH, acid acetic si apd rece ca gheata (5 mL fiecare) pentru a stinge reactia. Apoi s-a extras cu
diclorometan, stratul organic combinat s-a spdlat cu saramura (dificil de separat ). Dupd uscarea pe sulfat
de sodiu, solufia s-a filtrat si s-a concentrat, si produsul brut s-a purificat cu ISCO (220 SiOa: eter/hexani
01a 5%) pentru a da 2,2-dioctadecilmalonat de dietil ca un solid alb (5,96 g, 85%).

'H RMN (300 MHz, CDCl;) 6 4,16 (g, 4H, J = 7,1 Hz), 1,81-1,87 (m, 4H). 1,06-1,33 (m, 70H), 0,87 (t,
6H, J=17,1 Hz).

Acid 2,2-Dioctadecilmalonic
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La o solutie de 2,2-dioctadecilmalonat de dietil (3,39 g, 5,1 mmol) in 60 mL ‘PrOH, s-a addugat
o solutie de hidroxid de potasiu (11,0 g) in 60 mL apd, si amestecul s-a incilzit la reflux timp de 48 h.
TLC a ardtat disparifia materialului de pornire cu o cantitate micd de mono-ester. Amestecul de reactie s-a
ricit la temperatura camerei i s-a diluat cu apa. S-a adaugat acid sulfuric 47% pentru a se ajusta la pH =
2, si s-a observat un precipitat. Suspensia s-a filtrat si s-a spdlat cu api si diclorometan. Solidul s-a
dizolvat in eter si s-a uscat pe sulfat de sodiu. Dupd filtrare si concentrare, s-a obtinut acid 2,2-

dioctadecilmalonic ca un solid alb 2,13 g, 68%).
%). '"H RMN (300 MHz, CDCl3) & 1,89-1,94 (m, 4H), 1,09-1,32 (m, 66H), 0,88 (z, 6H, J = 7,1 Hz).
i3
“ {},'&N N N NS NN
' i"\f"“\f"""'w“‘“w*‘”‘” N
Formuld Ohimsd Cuafesly

Un amestec de acid 2,2-dioctadecilmalonic (2,13 g, 3.5 mmol) in 60 mL n-decan s-a incilzit la
reflux timp de 16 h. Dupi indepartarea volatilelor sub vid, produsul brut s-a precipitat in cloroform pentru
a da acid 2-octadecilicosanoic ca un solid alb (1,76g, 89%).

'H RMN (300 MHz, CDCls) 6 2,28-2,36 (m, 1H), 1,40-1,56 (m, 4H), 1,08-1,33 (m, 64H), 0,87 (z, 6H, J =
7,1 Hz).
N-(Metilsulfonil)-2-octadecilicosanamida
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La 0 °C, clorurd de oxalil (85 pL, 1 mmol) s-a addugat lent intr-o suspensie de acid 2-
octadecilicosanoic (565 mg, 1 mmol) in 20 mL diclorometan si a fost urmatd de 5 picaturi de N,N-
dimetilformamida, si apoi amestecul de reactie s-a incilzit pani la temperatura camerei timp de 1h pand
cand s-a transformat intr-o solutic limpede. S-au addugat trictilamind (0,56 mL, 4 mmol),
metansulfonamidd (95 mg, 1 mmol) si N,N-dimetilpiridin-4-amina (12 mg, 0,1 mmol), si amestecul s-a
agitat la temperatura camerei timp de 48 h. Amestecul de reactic s-a diluat cu apd si s-a extras cu
diclorometan. Stratul organic combinat s-a spdlat cu saramura si s-a uscat pe sulfat de sodiu. Dupa filtrare
si concentrare, produsul brut s-a precipitat in diclorometan pentru a da N-(metilsulfonil)-2-
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octadecilicosanamidi ca un solid alb (502 mg, 78%).
'H RMN (300 MHz, CDCl3) & 3,30 (s, 3H), 2,10-2,16 (m, 1H), 1,40-1,62 (m, 4H), 1,24 (m, 64H), 0,87 (z,

6H, J=17,1 Hz).
N-(Metilsulfonil)stearamida

TN N TN TN N BN N N TN
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(Ref: W02008/087190). La o solutic de metansulfonamida (380 mg, 4,0 mmol), trietilamind (1,1 mL, 8,0
mmol) si N,N-dimetilpiridin-4-amind (49 mg, 0,4 mmol) in 30 mL diclorometan, s-a adiugat in picéturi o
solutie de cloruri de stearoil (1,21 g, 4 mmol), si apoi s-a agitat la temperatura camerei timp de 16 h. MS
a aratat produsul. Amestecul de reactie s-a diluat cu apd si s-a extras cu diclorometan. Stratul organic
combinat s-a spdlat cu saramura si s-a uscat pe sulfat de sodiu. Dupad filtrare si concentrare, produsul brut
s-a precipitat in diclorometan pentru a da N-(metilsulfonil)stearamidd ca un solid alb (580 mg, 40%).
'H RMN (300 MHz, CDCls) & 3,30 (s, 3H), 2,32 (z, 2H, J = 7,4Hz), 1,60-1,69 (m, 2H), 1,24 (m, 28I1),
0,87 (z, 311, J - 6,8 Hz).

Acid (Z)-2-((Z)-Octadec-9-en-1-il)icos-11-enoic

(Z)-1-Bromooctadec-9-enia
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Un amestec de metansulfonat de (Z)-octadec-9-en-1-il (3,40 g, 9,81 mmol) si LiBr (4,00 g, 45 mmol) in
40 mL acetond s-a agitat la temperatura camerei timp de 16 h, si apoi s-a incdlzit la reflux timp de 4 h.
TLC a ardtat cd reactia a fost completd. Dupa filtrare, filtratul s-a diluat cu apa si diclorometan. Stratul
organic s-a separat si s-a spdlat cu saramurd. Apoi s-a uscat pe sulfat de sodiu si s-a filtrat, filtratul s-a
concentrat pentru a da (Z)-1-bromooctadec-9-ena (3,74 g, cant.).

'H RMN (300 MHz, CDCl;) & 5,32-5,36 (m, 2H), 3,40 (1, 2H, J= 6,8 Hz), 1,97-2,02 (m, 4H), 1,82-1,88
(m, 2H), 1,10-1,44 (m, 22H), 0,87 (¢, 3H, J = 7,1 Hz).

2,2-Di((Z)-octadec-9-en-1-il)malonat de dietil
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La o solutie de malonat de dietil (0,6 mL, 3,92 mmol) in 40 mL N,N-dimetilformamida, s-a
addugat, la 0 °C NaH (470 mg, 11,76 mmol). Dupa 45 min, s-a addugat lent o solutie de (Z)-1-
bromooctadec-9-end (3,74 g, 9,8 mmol), si apoi s-a incdlzit pana la temperatura camerei timp de 16 h.
TLC a aratat produsul dorit cu produs mono-substituit. Reactia s-a stins cu MeOH/AcOH/apa (5 mL
fiecare), si apoi s-a extras cu diclorometan. Stratul organic combinat s-a spdlat cu saramurd si s-a uscat pe
sulfat de sodiu. Dupd filtrare si concentrare, produsul brut s-a purificat prin ISCO (80 g SiO»: eter/hexani
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0 la 100%) pentru a da 2,2-di((£)-octadec-9-en-1-il)malonat de dietil (1,68 g, 64%) si (£)-2-(octadec-9-
en-1-il)malonat de dietil 0,91 g).
'"H RMN (300 MHz, CDCls) & 5,28-5,35 (m, 4H), 4,16 (g, 4H, J = 7,1 Hz), 1,94-2,04 (m, 8H), 1,80-1,87
(m, 4H), 1,06-1,36 (m, 54H), 0,87 (¢, 6H, J= 7,1 Hz).

Acid 2,2-di((Z)-octadec-9-en-1-il)malonic

o N N S I N N
2

La o solutie de 2,2-di((Z)-octadec-9-en-1-il)malonat de dietil (1,68 g, 2,54 mmol) in 40 mL
PrOH, s-a addugat o solutic de hidroxid de potasiu (6 g) in 40 mL ap si amestecul s-a incilzit la reflux
timp de 48 h. Amestecul de reactie s-a ricit la temperatura camerei si s-a diluat cu apd, s-a acidulat cu
acid sulfuric 47% la pH = 2, nu s-a format solid. Amestecul s-a extras cu eter, si stratul organic combinat
s-a spdlat cu saramur si s-a uscat pe sulfat de sodiu. Dupa filtrare si concentrare, reziduul s-a purificat cu
ISCO (40 g SiO: EtOAc/Hexani 0 la 35%) pentru a da acid 2,2-di((£)-octadec-9-en-1-il)malonic ca un
ulei incolor (1,36 g, 88%).
'"H RMN (300 MHz, CDCls) & 5,30-5,34 (m, 4H), 1,88-2,02 (m, 12H), 1,13-1,32 (m, 48H), 0,87 (z, 6H,
J= 17,1 Hz).
Acid (Z)-2-((Z)-Octadec-9-en-1-il)icos-11-enoic

o a\_’\\_f.-*\':\,f_\‘_‘oaw\}\“_sfﬂ\.(w‘ v,.r:‘{::"‘*»,,\zw v,.«i‘x\v‘@a“.\“‘y.a\ o
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solutie de acid 2,2-di((Z)-octadec-9-en-1-il)malonic (1,36 g, 2,24 mmol) in 40 mL n-decan s-a
incdlzit la reflux timp de 16 h. TLC a ardtat ca reactia a fost completd. Dupa concentrare, produsul brut s-
a purificat prin ISCO (40 g SiO2:EtOAc/Hexani 0 la 20%) pentru a da acid (Z£)-2-((£)-octadec-9-en-1-
il)icos-11-enoic ca un ulei incolor (0,96 g, 76%).
'"H RMN (300 MHz, CDCls) & 5,30-5,34 (m, 4H), 2,28-2,36 (m, 1H), 1,97-2,02 (m, 8H), 1,40-1,65 (m,
4H), 1,26 (m, 48H), 0,87 (¢, 6H, J = 7,1 Hz).
MS (APCI): m/z (MH*) 561,6.

(Z)-N-(Metilsulfonil)-2-((Z)-octadec-9-en-1-il)icos-11-enamida
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La 0 °C, clorura de oxalil (70 pL, 0,82 mmol) s-a addugat in picdturi intr-o solutie de acid (£)-2-
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((Z)-octadec-9-en-1-il)icos-11-enoic 462 mg, 0,82 mmol) in 20 mL diclorometan si urmata de 5 picéturi
de N,N-dimetilformamid3, si apoi s-a incilzit pand la temperatura camerei timp de 1,5 h. S-au addugat
metansulfonamida (78 mg, 0,82 mmol), trietilamini (0,46 mL, 3,29 mmol) si N,N-dimetilpiridin-4-amina
(20 mg, 0,16 mmol) si amestecul s-a agitat la temperatura camerei timp de 16 h. TLC a aritat ca reactia a
fost completd. Amestecul de reactie s-a diluat cu apa si s-a extras cu diclorometan, si stratul organic
combinat s-a spdlat cu saramura si s-a uscat pe sulfat de sodiu. Dupad filtrare si concentrare, produsul brut
s-a purificat prin ISCO (24 g SiO,: EtOAc/Hexani 0 la 60%) pentru a da (Z)-N-(metilsulfonil)-2-((Z)-
octadec-9-en-1-il)icos-11-enamida ca o spumi alba.

'H RMN (300 MHz, CDCls) & 5,30-5,34 (m, 4H), 3,30 (s, 3H), 2,08-2,15 (m, 1H), 1,97-2,02 (m, §H),
1,40-1,62 (m, 4H), 1,26 (n, 48H), 0,87 (1, 6H, J= 6,6 Hz).

MS (APCI): m/z (MH") 638,5.

Ditetradecilglicinat de litiu

Ditetradecilglicinat de metil

O solutie de clorhidrat de ester metilic de glicina (564 mg, 4,49 mmol) si trietilamind (0,93 mL,
6,74 mmol) in DCE (11 mL) a fost ldsat sa sc agite la temperatura camerei. Dupd 15 minute, s-a addugat
tetradecanal (2,1 g, 9,89 mmol) in DCE (11 mL) si amestecul s-a ricit la 0 °C inainte de aditia de
triacetoxiborhidrurd de sodiu (2,1 g, 9,89 mmol) si acid acetic (0,6 mL, 9,89 mmol). Reactia a fost 13satd
sd revind la temperatura camerei si s-a agitat timp de 16 ore. Reactia s-a stins prin aditia lentd de
bicarbonat de sodiu saturat, si apoi s-a extras cu DCM. Extractele combinate s-au spalat cu saramura, s-au
uscat pe sulfat de sodiu anhidru, s-au filtrat, si s-au concentrat in vid. Purificarea prin cromatografie
rapidd pe silice ISCO (0-30% EtOAc/hexani) a dat ditetradecilglicinat de metil (1,93 g, 89%).
'H-RMN (300 MHz, CDCl;) &: ppm 3,72 (s, 3H); 3,34 (s, 2H); 1,56 (t, 4H); 1,60-1,03 (br. m, 48H); 0,91
(t, 6H).
Ditetradecilglicinat de litiu
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La o solutie de ditetradecilglicinat de metil (1,93 g, 4,0 mmol) in THF (100 mL) s-a adiugat
LiOH 1M (90 mL, 90 mmol), si reactia a fost lasatd sa se agite la 65°C timp de 16 ore. Dupa ricirea la
temperatura camerei, reactia s-a concentrat in vid la o pulbere alba. Pulberea s-a suspendat in apd, s-a
filtrat, s-a spdlat cu apd si eter etilic, si s-au uscat sub vid pentru a se obtine ditetradecilglicinat de litiu
(1,81g, 97%).
'H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,17 (s, 2H); 2,64 (1, 4H); 1,52 (br. m, 4H); 1,31 (br. m, 44H); 0,93
(t, 6H).
Compus : Acid 9-(Nonan-2-iloxi)-9-oxononanoic
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O solutie de acid nonandioic (500 mg, 2,66 mmol), nonan-2-ol (556 pL, 3,19 mmol) si DMAP
(65 mg, 0,53 mmol) in DCM (13 mL) s-a tratat cu EDC HCI (509 mg, 2,66 mmol). Reactia a fost lasati
sa se agite la temperatura camerei sub azot timp de 20 ore. Reactia s-a stins cu H2O si s-a extras de trei ori
cu DCM. S-au spalat straturile organice cu NaHCO; apos saturat urmat de 10% acid citric si saramura.
Straturile organice s-au uscat pe NaxSOy, s-au filtrat si s-au concentrat in vid. Reziduul s-a purificat prin
cromatografie pe silicagel (0-20% MeOH in DCM) pentru a se obtine acid 9-(nonan-2-iloxi)-9-
oxononanoic (350 mg, 1,11 mmol, 42%).
UPLC/ELSD: RT = 2,21 min. MS (ES): m/z (MH") 313,0 pentru C;sH3404
'H RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 6,27 (br. s, 1H); 4,87 (m, 1H); 2,27 (m, 4H); 1,60-1,39 (br. m, 6H);
1,31-1,25 (br. m, 16H); 1,17 (d, 3H); 0,86 (m, 3H).

Acid 9-(Octiloxi)-9-oxononanoic
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O solutie de acid nonandioic (500 mg, 2,66 mmol), octan-1-ol (418 pL, 3,19 mmol) si DMAP
(65 mg, 0,53 mmol) in DCM (13 mL) s-a tratat cua EDC-HCI (509 mg, 2,66 mmol). Reactia a fost 1sata
sa se agite la temperatura camerei sub azot timp de 20 ore. Reactia s-a stins cu H»O si s-a extras de trei ori
cu DCM. S-au spalat straturile organice cu NaHCO; apos saturat urmat de 10% acid citric si saramura.
Straturile organice s-au uscat pe NaxSQOy, s-au filtrat si s-au concentrat in vid. Reziduul s-a purificat prin
cromatografie pe silicagel (0-20% MeOH in DCM) pentru a se obtine acid 9-(octiloxi)-9-oxononanoic
(350 mg, 1,16 mmol, 44%).
UPLC/ELSD: RT = 2,05 min. MS (ES): m/z (MH") 299,0 pentru C;7H3:04
'"H RMN (300 MHz, CDCl3) &: ppm 7,88 (br. s, 1H); 3,99 (t, 2H); 2,24 (m. 4H); 1,57-1,53 (br. m, 6H);
1,26-1,21 (br. m, 16H); 0,86 (m, 3H).
Compusul : N-(Metilsulfonil)oleamidd

Cloruri de oleoil
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La o solutie de acid oleic (5g, 17,70 mmol) in DCM (60 mL) la 0 °C s-a addugat clorurd de

oxalil (1,65 mL, 19,47 mmol) urmatd de DMF (13,8 uL, 0,177 mmol). Amestecul de reactie a fost lasat s

se incilzeascd la temperatura camerei si s-a agitat timp de 20 ore la temperatura camerei. Amestecul de

reactie s-a concentrat in vid si s-a transportat fard alti purificare pentru a se obfine clorurd de oleoil (5,5 g,

18,28 mmol, >99%).

'H RMN (300 MHz, CDCl3) &: ppm 5,37 (m, 2H); 2,90 (t, 2H); 2,04 (m, 4H); 1,73 (m, 2H); 1,34-1,29 (br.

m, 20H); 0,91 (m, 3H).

N-(metilsulfonil)oleamida
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La o solutie de clorura de oleoil (500 mg, 1,66 mmol) in DCM (8,3mL) s-a addugat DMAP (305
mg, 2,49 mmol) si metansulfonamidi (237 mg, 2,49 mmol). Amestecul de reactie a fost 1asat sa se agite la
temperatura camerei timp de 24 ore sub azot. Amestecul de reactie s-a stins cu HCI 1IN si s-a extras cu
EtOAc. Straturile organice s-au spdlat cu NaHCOs3, apos saturat urmat de saramura. Straturile organice s-
au uscat pe NaxSOy, s-au filtrat si s-au concentrat in vid. S-au triturat cu EtOAc si s-au concentrat prin
filtrare in vid pentru a se obtine N-(metilsulfonil)oleamida (75 mg, 0,209 mmol, 13%).

UPLC/ELSD: RT = 2,67 min. MS (ES): m/z (M+Na) 382,0 pentru C19H37NO3S
'"H RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 7,70 (br s, 1H); 5,37 (m, 2H); 3,33 (s, 3H); 2,35 (t, 2H); 2,04 (m,
4H); 1,69 (m, 2H); 1,34-1,29 (br. m, 20H); 0,90 (m, 3H).

N-(Ciclopropilsulfonil)oleamida

Greuiale dolodard: AL

Un amestec de clorurd de oleoil (500 mg, 1,66 mmol), DIPEA (868 uL, 4,99 mmol),
ciclopropansulfonamida (242 mg, 1,99 mmol) si DMAP (102 mg, 0,83 mmol) s-au dizolvat in DCM (8,3
mL) si s-au lasat sd se agite la temperatura camerei timp de 24 ore sub azot.

Amestecul de reactie s-a stins cu in HCI i s-a extras cu EtOAc. Straturile organice s-au spalat cu
NaHCO;3, apos saturat urmat de saramurd. Straturile organice s-au uscat pe Na,SOj, s-au filtrat si s-au
concentrat in vid. Reziduul s-a purificat prin cromatografie pe silicagel (0-100% EtOAc in hexani) pentru
a se obtine N-(ciclopropilsulfonil)oleamida (315 mg, 0,82 mmol, 42%).

UPLC/ELSD: RT = 2,83 min. MS (ES): m/z (MH") 384,0 pentru C21H3sNO3S
'"H RMN (300 MHz, CDCl3) &: ppm 8,66 (br s, 1H); 5,35 (m, 2H); 2,98 (m, 1H); 2,34 (t. 2H); 2,02 (m,
4H); 1,66 (m, 2H); 1,37-1,28 (br. m, 22H); 1,13 (m, 2H); 0,89 (m, 3H).

Acid 9-(Heptadecan-9-iloxi)-9-oxononanoic

O solutie de acid nonandioic (500 mg, 2,66 mmol), heptadecan-9-ol (681 mg, 2,66 mmol) si
DMAP (65 mg, 0,53 mmol) in DCM (13 mL) s-a tratat cu EDC-HCI (509 mg, 2,66 mmol). Reactia a fost
lasatd sd se agite la temperatura camerei sub azot timp de 20 ore. Reactia s-a stins cu H>O si s-a extras de
trei ori cu DCM. Straturile organice s-au spdlat cu NaHCOs apos saturat urmat de acid citric 10% si
saramurd. Straturile organice s-au uscat pe NaxSOy, s-au filtrat si s-au concentrat in vid: Reziduul s-a
purificat prin cromatografie pe silicagel (0-20% MeOH in DCM) pentru a se obtine acid 9-(heptadecan-9-
iloxi)-9-oxononanoic (350 mg, 1,05 mmol, 40%).
UPLC/ELSD: RT = 3,49 min. MS (ES): m/z (MH") 425,0 pentru CasHs0O4
'"H RMN (300 MHz, CDCl3) &: ppm 11,02 (br. s, 1H); 4,89 (m, 1H); 2,33 (m, 4H); 1,66-1,64 (br. m, 4H);
1,53-1,51 (br. m, 4H); 1,35-1,28 (br. m, 30H); 0,90 (m, 6H).
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Dioctadecilglicina
Dioctadecilglicinat de metil
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La o solutie de glicinat de metil (1 g, 11,22 mmol) si I -bromooctadecan (9,36 g, 28,06 mmol) in
1:1 CPME (10 mL):MeCN (10 mL) s-a addugat K,COs3 (9,31 g, 67,35 mmol) si KI (4,66 g, 28,06 mmol).
Amestecul de reactic a fost 14sat sa se agite la 81 °C timp de 72 ore. Amestecul de reactie brut a fost ldsat
sa se rdceascd la temperatura camerel, s-a filtrat si s-a concentrat in vid. Reziduul s-a dizolvat in EtOAc si
s-a spalat cu apa. Stratul apos s-a extras de trei ori cu EtOAc. Straturile organice s-au uscat pe NaSOy, s-
au filtrat si s-au concentrat in vid. Reziduul s-a purificat prin cromatografie pe silicagel (0-40% (amestec
de 1% NH4OH, 20% Me¢OH in diclorometan) in diclorometan) pentru a se obfine dioctadecilglicinat de
metil (1,80 3,03 mmol, 27%).
'"H RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,72 (s 3H); 3,35 (s, 2H); 2,57 (m, 4H); 1,48-1,44 (br. m, 4H); 1,30-
1,26 (br. m, 60H); 0,90 (m, 6H).
Dioctadecilglicina
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S-a dizolvat dioctadecilglicinat de metil (1,8 g, 3,03 mmol) in EtOH (7.6 mL) si s-a adiugat 7,6
mL NaOH 2M la amestecul de reactie si reactia s-a lasat si se agite la 80 °C timp de 2 ore. Amestecul de
reactie s-a lasat sd se riceascd la la temperatura camerei si s-a concentrat in vid. Amestecul de reactie s-a
acidulat la pH I cu HC1 10%. Reziduul s-a extras de trei ori cu hexani si s-a concentrat in vid pentru a se
obtine dioctadecilglicind (305 mg, 0,526 mmol, 17%). UPLC/ELSD: RT = 3,81 min. MS (ES): m/z
(MH") 581,0,0 pentru CizsH77NO»
'"H RMN (300 MHz, CDCl3) &: ppm 3,95 (s, 2H); 3,28 (m, 4H); 1,81 (m, 4H); 1,34-1,28 (br. m, 60H);
0,90 (m, 6H).
Acid 3-(dioctadecilamino)propanoic

3-(Dioctadecilamino)propanoat de metil

““":}

B T T e e T T T
NN N T
ey T ‘§§,~\\1§)?

ioleruiand FOEGY

\’W“"é\"wf TN o

Ei

La o solutie de clorhidrat de 3-aminopropanoat de metil (1 g, 7,16 mmol) si 1-bromooctadecan
(5,97 g, 17,91 mmol) in 1:1 CPME (10 mL):MeCN (10 mL) s-a adaugat K,COs (5,94 g, 42,99 mmol) si
KI (2,97 g, 17,91 mmol). Amestecul de reactic a fost ldsat sa se agite la 81 °C timp de 18 ore. Amestecul
de reactie brut a fost ldsatd sd se riceasca la temperatura camerei, s-a filtrat si s-a concentrat in vid.
Reziduul s-a dizolvat in EtOAc si s-a spalat cu apa. Stratul apos s-a extras de trei ori cu EtOAc. Straturile
organice s-au uscat pe Na,SOs, s-au filtrat si s-au concentrat in vid. Reziduul s-a purificat prin
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cromatografie pe silicagel (0-20% (amestec de 1% NH4OH, 20% MeOH in diclorometan) in
diclorometan) pentru a se obtine 3-(dioctadecilamino)propanoat de metil (5,01 g, 8,24 mmol, >99%).

'H RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,69 (s, 3H); 2,80 (t, 2H); 2,49-2,38 (br. m, 6H); 1,46-1,41 (br. m,
4H); 1,32-1,28 (br. m, 60H); 0,90 (m, 6H).

Acid 3-(dioctadecilamino)propanoic

S-a dizolvat 3-(dioctadecilamino)propanoat de metil (5,01 g, 8,24 mmol) in EtOH (20,6 mL) si
la amestecul de reactie s-au addugat 20,6 mL NaOH 2M si reactia s-a 13sat sd se agite la 80 °C timp de 2
ore. Amestecul de reactie s-a ldsat sd se riceascd la temperatura camerei si s-a concentrat in vid.
Amestecul de reactie s-a acidulat la pH 1 cu HCI 10%. Reziduul s-a extras de trei ori cu hexani si s-a
concentrat in vid pentru a se obtine acid 3-(dioctadecilamino)propanoic (305 mg, 0,513 mmol, 6%).
UPLC/ELSD: RT = 3,75 min. MS (ES): m/z (MH™) 595,0 pentru C3oH70NO>
'H RMN (300 MHz, CDCl3) &: ppm 11,48 (br s, 1H); 3,34 (m, 2H); 3,07 (m, 6H); 1,80 (m, 4H); 1,35-
1,28 (br. m, 60H); 0,90 (m, 6H).

Acid 3-(Bis(8-(2-octilciclopropil)octil)amino)propanoic

8-(2-Octilciclopropil)octan-1-ol

H{}*'"‘%‘%v"‘w"vx.s-’f\'-\,..~"“"\’\;;.n"ﬂa}&‘u,-“mme“‘f\f’&"\#“f
Formad Uil Ol

La o solutie de dietil zinc (20 mL, 20 mmol, 1M in hexani) in diclorometan (20 mL), s-a addugat in
picéturi o solutie de diiodometan (3,22 mL, 40 mmol) in diclorometan (10 mL). Amestecul de reactie s-a
lasat s se raceasca la -40 °C timp de 5 min. Amestecul de reactie a fost lisat si se agite timp de 1 ora la -
40 °C si s-a adiugat o solutie de acid tricloracetic (0,327 mg, 2 mmol) si DME (ImL, 9,6 mmol) in
diclorometan (10 mL). Amestecul de reactic a fost 1dsat sd se incdlzeascd la -15 °C si lasat sa se agite la
temperatura de -15 °C timp de 1 ord. S-a adiugat, la -15 °C o solutie de (Z)-octadec-9-en-1-ol (2,68, 10
mmol) in diclorometan (10 mL). Amestecul de reactic a fost ldsat si se incilzeascd lent la temperatura
camerei §i lasat sd se agite timp de 18 ore. Amestecul de reactie s-a spdlat cu NH4Cl apos saturat (200
mL) si s-a extras cu diclorometan de trei ori. Straturile organice s-au spalat cu saramurd, s-au uscat pe
Na»SOy, s-au filtrat si s-au concentrat in vid. Reziduul s-a purificat prin cromatografie pe silicagel (0-20%
acetat de etil in hexani). Solventii s-au concentrat in vid si reziduul s-a repurificat prin cromatografie pe
silicagel C18 (50-100% [MeCN cu 0,1%TFA)/ [apd cu 0,1% TFA]) pentru a se obtine 8-(2-
octilciclopropil)octan-1-ol ( 1,6 g, 5,7 mmol, 57%).
'H RMN (300 MHz, CDCl3) &: ppm 3,67 (t, 2H); 1,60 (m, 2H); 1,50-1,06 (m, 27H); 0,90 (m, 3H); 0,63
(m, 3H); -0,31 (m, 1H).

1-(8-Bromooctil)-2-octilciclopropan

§
e, R -~ ® POV W o -~ -~
O R R T S

cowids Chinicdy Coalnlly

Sreulale Moerulard: 34341

La o solutie de PPh; (1,33 g, 5,1 mmol) si 8-(2-octilciclopropil)octan-1-ol (1,35 g, 4,7 mmol) in
DCM (15 mL) la 0 °C s-a addugat, intr-o portie, NBS (0,986 g, 5,5 mmol). Reactia a fost 13satd sa se agite



10

15

20

25

30

35

40

45

MD/EP 3386484 T2 2022.11.30
214

la 0 °C timp de 1 ord si apoi s-a incdlzit la temperatura camerei si a fost ldsatd si se agite timp de 1 ora.
La amestecul de reactie s-au addugat 300 mL de hexani, s-au filtrat printr-un dop de silicagel si s-au
concentrat in vid. La amestecul de reactie s-au addugat 200 mL de hexani, s-au filtrat printr-un dop de
silicagel si s-au concentrat in vid pentru a se obfine 1-(8-bromooctil)-2-octilciclopropan (1,44 g, 4,2
mmol, 89%).

'"H RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,43 (t, 2H); 1,88 (m, 2H); 1,57-1,06 (m, 26H); 0,91 (m, 3H); 0,66
(m, 3H); -0,30 (m, 1H).

3-((8-(2-Octiloiclopropil)octil)amino)propanoat de metil

Sroutss Mtsowlard; 387.6R

La o solutie de metil 3-aminopropanoate clorhidrat (200 mg, 1,45 mmol) si 1-(8-bromooctil)-2-
octilciclopropane (1,26 g, 3,63 mmol) in 1:1 CPME (2 mL):MeCN (2 mL) s-a adidugat K.COs (1,21 g,
8,72 mmol) si KI (603,35 mg, 17,91 mmol). Amestecul de reactie a fost lasat si se agite la 81 °C timp de
6 ore. Amestecul de reactie brut a fost ldsatd sd se riceascd la temperatura camerei, s-a filtrat si s-a
concentrat in vid. Reziduul s-a dizolvat in EtOAc si s-a spdlat cu apd. Stratul apos s-a extras de trei ori cu
EtOAc. Straturile organice s-au uscat pe Na»SOs, s-au filtrat si s-au concentrat in vid. Reziduul s-a
purificat prin cromatografie pe silicagel (0-20% DCM in MeOH) pentru a se obtine 3-((8-(2-
octilciclopropil)octil)amino)propanoat de metil (700 mg, 1,11 mmol, 76%).
'"H RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,71 (s, 3H); 2,92 (t, 2H); 2,64 (t, 2H); 2,57 (t, 2H); 1,98 (br. s, 1H);
1,53-1,14 (br. m, 28H); 0,90 (m, 3H); 0,68-0,54 (br. m, 3H); -0,32 (m, 1H).
3-(bis(8-(2-Octilciclopropil)octil)amino)propanoat de metil

.\(“‘_‘x\v’? V,‘\.-\.,\.‘ f-‘\:\?\.—r“ﬁy
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La o solutie de 3-((8-(2-octilciclopropil)octil)amino)propanoat de metil (700 mg, 1,9 mmol) si 1-
(8-bromooctil)-2-octilciclopropan (280 mg, 0,82 mmol) in 1:1 CPME (7 mL):MeCN (7 mL) s-a addugat
K3CO;3 (0,23 mg, 1,63 mmol) si KI (135,47 mg, 0,82 mmol). Amestecul de reactie a fost 1asat si se agite
la 81 °C timp de 6 ore. Amestecul de reactie brut a fost 13satd sd se riceascd la temperatura camerei, s-a
filtrat si s-a concentrat in vid. Reziduul s-a dizolvat in EtOAc si s-a spalat cu apa. Stratul apos s-a extras
de trei ori cu EtOAc. Straturile organice s-au uscat pe NaxSOs, s-au filtrat si s-au concentrat in vid.
Reziduul s-a purificat prin cromatografie pe silicagel (0-20% DCM in MeOH) pentru a se obtine 3-(bis(8-
(2-octilciclopropil)octil)Jamino)propanoat de metil (145 mg, 0,23 mmol, 28%).

'H RMN (300 MHz, CDCl3) &: ppm 3,70 (s, 3H); 2,91 (m, 2H); 2,67-2,52 (br. m, 6H); 1,51-1,14 (br. m,
56H); 0,91 (m, 6H); 0,68-0,55 (br. m, 6H); -0,32 (m, 2H).
Acid 3-(Bis(8-(2-octilciclopropil)octil)amino)propanoic

ey X ;\&,x\.‘% NG "@m,\c__‘,‘w\_\_M,»“\“\\,Kv_f*\f..-wu\.,\f_‘.«\\f_,w
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S-a dizolvat 3-(dioctadecilamino)propanoat de metil (145 mg, 0,23 mmol) in EtOH (0,6 mL) si
la amestecul de reactie s-a addugat NaOH 2M (0,6 mL) si reactia s-a ldsat sa se agite la 40 °C timp de 2
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ore. Amestecul de reactie s-a lasat sd se riceascd la la temperatura camerei si s-a concentrat in vid.
Amestecul de reactie s-a acidulat la pH 1 cu HCI 2N. Reziduul s-a extras de trei ori cu hexani si s-a
concentrat in vid pentru a se obtine acid 3-(bis(8-(2-octilciclopropil)octil)amino)propanoic

(140 mg, 0,23 mmol, 98%).

UPLC/ELSD: RT = 3,67 min. MS (ES): miz (MH") 619,0 pentru C4;H70NO>

'H RMN (300 MHz, CDCl3) &: ppm 11,10 (br s, 1H); 3,37 (m, 2H); 3,04 (br. m, 6H); 1,79 (br. m, 4H);
1,38-1,13 (br. m, 52H); 0,90 (m, 6H) 0,66-0,55 (br. m, 6H), -0,32 (m, 2H). 3(di((Z)-Octadec-9-en-1-
il)amino)propanoat de metil

(Z)-1-Bromooctadec-9-ene

e e o PN o
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La o solutie de (Z)-octadec-9-en-1-0l (5 g, 18,62 mmol) si PPhs (5,18 g, 19,74 mmol) in DCM
(60 mL) la 0 °C, s-a addugat NBS (3,85 g, 21,60 mmol) intr-o portic. Amestecul de reactie a fost 14sat sd
se agite la 0 °C timp de 1 ora si apoi a fost 13sat sa se incilzeascd lent la temperatura camerei si a fost
lasatd sd se agite timp de 1 ord. La amestecul de reactie s-au addugat 240 mL de hexani, s-a filtrat printr-
un dop de silicagel si s-a concentrat in vid. La amestecul de reactie s-au addugat 200 mL de hexani, s-a
filtrat printr-un dop de silicagel si s-a concentrat in vid pentru a se obtine (Z)-1-bromooctadec-9-end (4,70
g, 14,18 mmol, 76%).
'H RMN (300 MHz, CDCl3) &: ppm 5,37 (m, 2H); 3.43 (t, 2H); 2,04 (m, 4H); 1,87 (m, 2H); 1,47-1,30 (br.
m, 22H); 0,91 (m, 3H).
3-(di((Z)-Octadec-9-en-il)amino)propanoat de metil

La o solutic de clorhidrat de 3-aminopropanoat de metil (100 mg, 0,72 mmol) si (£)-1-
bromooctadec-9-end (594 mg, 1,79 mmol) in 1:1 CPME (2 mL):MeCN (2 mL) s-a addugat K,COsz (598
mg, 4,30 mmol) si KI (297 mg, 1,79 mmol). Amestecul de reactic a fost 1asat s se agite la 81 °C timp de
18 ore. Amestecul de reactie brut a fost lasatd sd se riceascd la temperatura camerei, s-a filtrat si s-a
concentrat in vid. Reziduul s-a dizolvat in EtOAc si s-a spdlat cu apd. Stratul apos s-a extras de trei ori cu
EtOAc. Straturile organice s-au uscat pe Na»SOs, s-au filtrat si s-au concentrat in vid. Reziduul s-a
purificat prin cromatografie pe silicagel (0-20% (amestec de 1% NH4OH, 20% MeOH in diclorometan) in
diclorometan) pentru a se obtine 3-(di((Z£)-octadec-9-en-il)amino)propanoat de metil (56 mg, 0,09 mmol,
13%).

'"H RMN (300 MHz, CDCl3) &: ppm 5,37 (m, 4H); 3,69 (s, 3H); 2,80 (t, 2H); 2,48-2,38 (br. m, 6H); 2,06-
2,00 (br. m, 8H); 1,48-1,29 (br. m, 48H); 0,90 (m, 6H).
Acid 3-(di((Z)-octadec-9-en-il)amino)propanoic
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S-a dizolvat 3-(di((£)-octadec-9-en-il)amino)propanoat de metil (56 mg, 0,09 mmol) in EtOH
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(0,23 mL) si la amestecul de reactie s-a addugat NaOH 2M (0,23 mL) si s-a ldsat amestecul de reactie si
se agite la 30 °C timp de 30 min. Amestecul de reactie s-a ldsat si se riceasca la temperatura camerei si s-
a concentrat in vid. Amestecul de reactie s-a acidulat 1a pH 1 cu HCI 2N. Reziduul s-a extras de trei ori cu
hexani si s-a concentrat in vid pentru a se obtine acid 3-(di((Z)-octadec-9-en-il)amino)propanoic (54 mg,
0,09 mmol, >99%).

UPLC/ELSD: RT = 3,55 min. MS (ES): m/z (MH") 591,0 pentru C3sH75sNO»

'H RMN (300 MHz, CDCl;) &: ppm 5,28 (m, 4H); 2,83 (m, 2H); 2,64 (m, 4H); 2,43 (m, 2H); 1,95-1,91
(br. m, 8H); 1,50 (m, 4H); 1,28-1,20 (br. m, 44H); 0,90 (m, 6H).

Acid (Z)-3-(octadec-9-en-1-ilamino)propanoic

(Z)-3-(Octadec-9-en-1-ilamino)propanoat de metil
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La o solutic de clorhidrat de 3-aminopropanoat de metil (100 mg, 0,72 mmol) si (£)-1-
bromooctadec-9-ene (594 mg, 1,79 mmol) in 1:1 CPME (2 mL):MeCN (2 mL) s-a addugat K,COz (598
mg, 4,30 mmol) si KI (297 mg, 1,79 mmol). Amestecul de reactic a fost 1asat s se agite la 81 °C timp de
18 ore. Amestecul de reactie brut a fost lasatd sd se riceascd la temperatura camerei, s-a filtrat si s-a
concentrat in vid. Reziduul s-a dizolvat in EtOAc si s-a spdlat cu apd. Stratul apos s-a extras de trei ori cu
EtOAc. Straturile organice s-au uscat pe Na»SOs, s-au filtrat si s-au concentrat in vid. Reziduul s-a
purificat prin cromatografie pe silicagel (0-20% MeOH in diclorometan) pentru a se obtine (Z)-3-
(octadec-9-en-1-ilamino)propanoat de metil (64 mg, 0,18 mmol, 25%).
'H RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 5,36 (m, 2H); 3,70 (s, 3H); 2,90 (t, 2H); 2,62 (t, 2H); 2,54 (t, 2H);
2,18 (br. s, 1H); 2,05-1,98 (br. m, 4H); 1,52-1,45 (br. m, 2H); 1,36-1,28 (br. m, 22H); 0,89 (m, 3H).

Acid (Z)-3-(octadec-9-en-1-ilamino)propanoic

S-a dizolvat (Z)-3-(octadec-9-en-1-ilamino)propanoat de metil (64 mg, (0,18 mmol) in EtOH
(0,91 mL) si la amestecul de reactie s-a addugat NaOH 2M (0,91 mL) amestecul de reactie s-a lasat si se
agite la temperatura camerei timp de 1 ord. Amestecul de reactie s-a lasat sa se riceasca la temperatura
camerei i s-a concentrat in vid. Amestecul de reactie s-a acidulat la pH 1 cu HC1 2N. Reziduul s-a extras
de trei ori cu hexani si s-a concentrat in vid pentru a se obtine acid (Z)-3-(octadec-9-en-1-
ilamino)propanoic (60 mg, 0,18 mmol, 98%).
UPLC/ELSD: RT= 1,85 min. MS (ES): m/z (MH*) 340,3 pentru C2;H41NO>
'H RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 8,59 (br. s, 1H); 5,27 (m, 2H); 4,88 (br. s, 1H); 3,18 (m, 2H); 2,98-
2,92 (br. m, 4H); 1,97-1,90 (br. m, 4H); 1,78 (m, 2H); 1,26-1,19 (br. m, 22H); 0,81 (m, 3H).

Acid 3-(di((9Z, 127)-octadeca-9, 12-dien-1-il)amino)propanoic (6Z,97)-18-Bromooctadeca-6,9-dlena

La o solutie de (9Z,127)-octadeca-9,12-dien-1-0l (5 g, 18,76 mmol) si PPh; (5,22 g, 19,89
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mmol) in DCM (60 mL) la 0 °C, s-a adiugat, intr-o portie, NBS (3,87 g, 21,77 mmol). Amestecul de
reactie a fost 14sat si se agite 1a 0 °C timp de 1 ord si apoi s-a lasat si se incilzeascd lent la temperatura
camerei si a fost ldsatd si se agite timp de 1 ord. La amestecul de reactie s-au addugat 240 mL de hexani,
s-au filtrat printr-un dop de silicagel si s-au concentrat in vid. La amestecul de reactie s-au adaugat 200
mL de hexani, s-au filtrat printr-un dop de silicagel si s-au concentrat in vid pentru a se obtine (62,97)-18-
bromooctadeca-6,9-diend (4,06 g, 12,33 mmol, 66%).

'H RMN (300 MHz, CDCly) &: ppm 5,45-5,31 (br. m, 4H); 3,43 (t, 2H); 2,80 (m, 2H); 2,11-2,04 (br. m,
410); 1,88 (m, 2H); 1,47-1,33 (br. m, 16H); 0,92 (m, 3H).

3-(di((9Z,12Z)-octadeca-9, 12-dien-1-il)amino)propanoat de metil
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La o solutie de metil 3-aminopropanoate clorhidrat (100 mg, 0,72 mmol) si (6Z£,97)-18-
bromooctadeca-6,9-diene (590 mg, 1,79 mmol) in 1:1 CPME (2 mL):MeCN (2 mL) s-a addugat K-COs
(600 mg, 4,30 mmol) si KI (300 mg, 1,79 mmol). Amestecul de reactie a fost ldsat sd se agite la 50 °C
timp de 18 ore apoi la 60 °C timp de 24 ore. Amestecul de reactie brut a fost 13satd sd se riceasca la
temperatura camerei, s-a filtrat si s-a concentrat in vid. Reziduul s-a dizolvat in EtOAc si s-a spilat cu
apd. Stratul apos s-a extras de trei ori cu EtOAc. Straturile organice s-au uscat pe Na;SOa, s-au filtrat si s-
au concentrat in vid Reziduul s-a purificat prin cromatografie pe silicagel (0-15% MeOH in
diclorometan) pentru a se obtine 3-(di((9Z,127)-octadeca-9, 12-dien-1-il)amino)propanoat de metil (56
mg, 0,09 mmol, 13%).

'H RMN (300 MHz, CDCl3) &: ppm 5,38 (m, 8H); 3,69 (s, 3H); 2,83-2,77 (br. m, 6H); 2,50-2,39 (br. m,
6H); 2,11-2,04 (br. m, 8H); 1,46-1,30 (br. m, 36H); 0,91 (m, 6H).
Acid 3-(di((9Z,127)-octadeca-9, 12-dien-1-il)Jamino)propanoic
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S-a dizolvat 3-(di((9Z,12Z)-octadeca-9, 12-dien-1-il)amino)propanoat de metil (113 mg, 0,19
mmol) in EtOH (0,94 mL) si la amestecul de reactie s-a addugat NaOH 2M (0,94 mL) si amestecul de
reactie s-a lasat sd se agite la temperatura camerei timp de 1 ord si s-a concentrat in vid. Amestecul de
reacfie s-a acidulat la pH 1 cu HCI IN. Reziduul s-a extras de trei ori cu hexani §i s-a concentrat in vid
pentru a se obtine acid 3-(di((9Z, 12Z)-octadeca-9, 12-dien-1-il)amino)propanoic (106 mg, 0,18 mmol,
95%).

UPLC/ELSD: RT = 3,32 min. MS (ES): m/z (MH") 586,8 pentru C30H7:NO>
'"H RMN (300 MHz, CDCl3) &: ppm 5,38 (m, 8H); 2,88-2,77 (br. m, 6H); 2,65 (m, 4H); 2,47 (m, 2H);
2,11-2,04 (br. m, 8H); 1,58-1,52 (br. m, 4H); 1,43-1,28 (br. m, 32H); 0,91 (m, 6H).
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La o solutie de acid oleic (500 mg, 1,77 mmol) in THF (8 mL) s-a addugat metilamina (885 pL,
1,77 mmol) HATU (673 mg, 1,77 mmol) si DIPEA (617 pL, 3,54 mmol). Reactia a fost 13satd sa se agite
la temperatura camerei timp de 3 ore. Reactia s-a stins cu acid citric 1N si s-a extras de trei ori cu eter
etilic. Straturile organice s-au spdlat cu apd si saramurd. Straturile organice s-au uscat pe Na;SOs, s-au
filtrat si s-au concentrat in vid. Reziduul s-a purificat prin cromatografie pe silicagel (10-100% EtOAc in
hexani) pentru a se obtine N-metiloleamida (495 mg, 1,67 mmol, 95%).
UPLC/ELSD: RT = 2,67 min. MS (ES): m/z (MH*) 295,9 pentru CisH37NO
'"H RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 5,36 (m, 2H); 3,26 (br. s, 1H); 2,83 (d, 3H); 2,18 (t, 2H); 2,05-2,00
(br. m, 4H); 1,66-1,62 (br. m, 4H); 1,37-1,29 (br. m, 18H); 0,90 (m, 3H). 3-Amonio-4-(2,3-
bis(stearoiloxi)propoxi)-4-oxobutanoat

Aspartat de 4-benzil 1-(2,3-bis(stearoiloxi)propil) (ferf-butoxicarbonil)
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Un amestec de distearat de 3-hidroxipropan-1,2-diil (625 mg, 1,0 mmol), acid 4-(benziloxi)-2-
((fert-butoxicarbonil)amino)-4-oxobutanoic (647 mg, 2,0 mmol), EDCI (384 mg, 2,0 mmol) si DMAP (12
mg, 0,1 mmol) in 40 mL diclorometan s-a agitat la temperatura camerei timp de 16 h. TLC a artat ci
reactia a fost completd. Amestecul de reactie s-a diluat cu apa si s-a extras cu diclorometan, si stratul
organic combinat s-a spalat cu saramurd si s-a uscat pe sulfat de sodiu. Dupa filtrare si concentrare,
produsul brut s-a purificat prin ISCO (24 g SiOs: EtOAc/Hexani 0 la 40%) pentru a da aspartat de 4-
benzil 1-(2,3-bis(stearoiloxi)propil) (ferf-butoxicarbonil) ca un solid alb (918 mg, 98%).

'H RMN (300 MHz, CDCls) & 7,31-7,36 (m, 5H), 5,48 (m, 1H), 5,21 (m, 1H), 5,17 (s, 2H), 4,58-4,63 (m,
1H), 4,19-4,26 (m, 2H), 4,05-4,13 (m, 2H), 2,95-3,08 (i, 1H), 2,78-2,87 (m, 1H), 2,29 (dt, 4H, J = 7.4
Hz, 1,9 Hz), 1,55-1,64 (m, 6H), 1,42 (s, 9H), 1,24 (bs, 54H), 0,87 (¢, 6H, J= 6,8 Hz).

MS (APCI): m/z (MH") 830,6.

Acid 4-(2,3-bis(stearoiloxi)propoxi)-3-((ferf-butoxicarbonil)amino)-4-oxobutanoic
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Un amestec de aspartat de 4-benzil 1-(2,3-bis(stearoiloxi)propil) (ferf-butoxicarbonil) (918 mg,
0,98 mmol) si Pd/C (5%, 300 mg) in 80 mL EtOAc s-a agitat timp de 16 h sub balon de hidrogen. TLC a
ardtat ci reactia a fost completd. Amestecul de reactie s-a filtrat prin Celita si s-a spalat cu diclorometan.
Filtratul s-a concentrat pentru a da acid 4-(2,3-bis(stearoiloxi)propoxi)-3-((terf-butoxicarbonil])amino)-4-
oxobutanoic ca un solid alb (805 mg, cant.), care s-a utilizat pentru ctapa urmatoare fard purificare.
'H RMN (300 MHz, CDCls) & 5,46-5,52 (m, 1H), 5,26 (m, 1H), 4,58 (m, 1H), 4,07-4,44 (m, 4H), 2,76-
3,06 (m, 2H), 2,30 (¢, 4H, J = 7,4 Hz), 1,54-1,64 (m, 4H), 1,44 (s, 9H), 1,24 (bs, 56H), 0,87 (¢, 6H, J= 6,8
Hz).
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MS (APCI): m/z (MH") 740,6.

3-Amonio-4-(2,3-bis(stearoiloxi)propoxi)-4-oxobutanoat
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Acid 4-(2,3-Bis(stearoiloxi)propoxi)-3-((ferf-butoxicarbonil)amino)-4-oxobutanoic (800 mg,
0,98 mmol) s-a dizolvat in 4M HCl in dioxan (5 mL), si amestecul s-a agitat la temperatura camerei timp
de 2 h. TLC a aritat disparitia materialului de pornire. in amestecul de reactic s-au adiugat hexani si s-a
triturat pentru a da produsul dorit, 3-amonio-4-(2,3-bis(stearoiloxi)propoxi)-4-oxobutanoate ca un solid
alb (701 mg, 92%).
'"H RMN (300 MHz, CDCls) & 8,23 (bs, 2H), 5,31 (m, 1H), 4,08-4,54 (m, 5H), 3,14-3,36 (m, 2H), 2,31 (g,
4H, J =74 Hz), 1,58 (m, 4H), 1,24 (bs, 56H), 0,87 (¢, 6H, J=7,1 Hz).
MS (APCI): m/z (MH") 740,6.

Cloruri de 1-(2,3-bis(stearoiloxi)propoxi)-4-carboxi-1-oxobutan-2-aminiu

1-(2,3-Bis(stearoiloxi)propil) (ferf-butoxicarbonil)glutamat de 5-benzil
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Un amestec de distearat de 3-hidroxipropan-1,2-diil (625 mg, 1,0 mmol), acid 5-(benziloxi)-2-
((fert-butoxicarbonil)amino)-5-oxopentanoic (674 mg, 2,0 mmol), EDCI (384 mg, 2,0 mmol) si DMAP
(12 mg, 0,1 mmol) in 40 mL diclorometan s-a agitat la temperatura camerei timp de 16 h. TLC a ardtat ci
reactia a fost completd. Amestecul de reactie s-a diluat cu apa si s-a extras cu diclorometan, si stratul
organic combinat s-a spalat cu saramurd si s-a uscat pe sulfat de sodiu. Dupa filtrare si concentrare,
produsul brut s-a purificat prin ISCO (24 g SiO2: EtOAc/Hexani 0 la 40%) pentru a da (ferf-
butoxicarbonil)glutamat de 5-benzil 1-(2,3-bis(stearoiloxi)propil) ca un solid alb (950 mg, Cant.).

'"H RMN (300 MHz, CDCls) & 7,34 (m, 5H), 5,25 (m, 1H), 5,04-5,11 (m, 3H), 4,09-4,37 (m, 6H), 2,43-
2,49 (m, 2H), 2,26-2,32 (m, 4H), 2,14-2,20 (m, 2H), 1,88-2,02 (m, 2H), 1,58 (m, 3H), 1,42 (s, 9H), 1,24
(bs, 54H), 0,87 (t, 6H, J = 7,1 Hz).

MS (APCI): m/z (MH") 844,6.

Acid 5-(2,3-bis(stearoiloxi)propoxi)-4-((ferf-butoxicarbonil)amino)-5-oxopentanoic
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Un amestec de (ferf-butoxicarbonil)glutamat de 5-benzil 1-(2,3-bis(stearoiloxi)propil) (950 mg,
1,0 mmol) si Pd/C (5%, 300 mg) in 80 mL EtOAc s-a agitat timp de 16 h sub balon de hidrogen. TLC a
ardtat ci reactia a fost completd. Amestecul de reactie s-a filtrat prin Celita si s-a spalat cu diclorometan.
Filtratul s-a concentrat pentru a da acid 5-(2,3-bis(stearoiloxi)propoxi)4-((fert-butoxicarbonil)amino)-5-
oxopentanoic ca un solid alb (848 mg. 99%), care s-a utilizat pentru etapa urmitoare fara purificare.
'H RMN (300 MHz, CDCl3) 6 6,39 (m, 0,5H), 6,25 (m, 0,5H), 5,10-5,29 (m, 2H), 4,06-4,34 (m, 3H), 3,74
(m, 1H), 3,25 (m, 1H), 2,44-2.52 (m, 2H), 2,31 (¢, 2H, J= 6,8 Hz), 2,00-2,21 (m, 5H), 1,54-1,66 (m, 4H),
1,44 (s, OH), 1,24 (bs, 54H), 0,87 (z, 6H, J = 6,8 Hz).
MS (APCI): m/z (MH™) 754,6.

Cloruri de 1-(2,3-bis(stearoiloxi)propoxi)-4-carboxi-1-oxobutan-2-aminiu
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Acid 4-(2,3-Bis(stearoiloxi)propoxi)-3-((ferf-butoxicarbonil)am ino)-4-oxobutanoic (848 mg,
0,99 mmol) s-a dizolvat in 4M HCI in dioxan (20 mL), si amestecul s-a agitat la temperatura camerei timp
de 16 h. TLC a aritat disparitia materialului de pornire. In amestecul de reactie s-au adiugat hexani si s-a
triturat pentru a da produsul dorit, clorura de 1-(2,3-bis(stearoiloxi)propoxi)-4-carboxi-1-oxobutan-2-
aminiu ca un solid alb (740 mg, 94%).
'H RMN (300 MHz, CDCly) 6 5,32 (m, 2H), 4,17-4,44 (m, 6H), 2,72 (m, 2H), 2,28-2,36 (m, 5H), 1,55-
1,64 (m, 4H), 1,20-1,37 (bs, 58H), 0,88 (z, 6H, J= 6,8 Hz).
MS (APCI): m/z (MH) 754,6.

Cloruri de 3-(2,3-bis(stearoiloxi)propoxi)-1-carboxi-3-oxopropan-1 -aminiu

Aspartat de 1-benzil 4-(2,3-bis(stearoiloxi)propil) (tert-butoxicarbonil)
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Un amestec de distearat de 3-hidroxipropan-1,2-diil (625 mg, 1,0 mmol), acid 4-(benziloxi)-3-
((tert-butoxicarbonil)amino)-4-oxobutanoic (647 mg, 2,0 mmol), EDCI (384 mg, 2,0 mmol) si DMAP (12
mg, 0,1 mmol) in 40 mL diclorometan s-a agitat la temperatura camerei timp de 16 h. TLC a aratat ca
reactia a fost completd. Amestecul de reactie s-a diluat cu apa si s-a extras cu diclorometan, si stratul
organic combinat s-a spalat cu saramurd si s-a uscat pe sulfat de sodiu. Dupa filtrare si concentrare,
produsul brut s-a purificat prin ISCO (40 g SiOz: EtOAc/Hexani 0 la 20%) pentru a da aspartat de 1-
benzil 4-(2,3-bis(stearoiloxi)propil) (ferf-butoxicarbonil) ca un solid alb (942 mg, Cant.)

'"H RMN (300 MHz, CDCl3) & 7,28-7,37 (m, 5H), 5,46-5,53 (m, 1H), 5,21 (m, 1H), 5,17 (s, 2H), 4,56-
4,64 (m, 1H), 4,20-4,25 (m, 2H), 4,05-4,12 (m, 2H), 2,94-3,04 (m, 1H), 2,78-2,87 (m, 1H), 2,29 (dt, 4H, J
=7,6 Hz, 1,9 Hz), 1,56-1,64 (m, 4H), 1,42 (s, 9H), 1,24 (bs, 56H), 0,87 (z, 6H, J =6,8 Hz).

MS (APCI): mlz (MH") 830:6.

Acid 4-(2,3-Bis(stearoiloxi)propoxi)-2-((fert-butoxicarbonil)amino)-4-oxobutanoic
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Un amestec de 1-benzil 4-(2,3-bis(stearoiloxi)propil) (ferf-butoxicarbonil)aspartat (942 mg, 1,0
mmol) si Pd/C (5%, 300 mg) in 80 mL EtOAc s-a agitat timp de 16 h sub balon de hidrogen. TLC a aratat
cd reactia a fost completd. Amestecul de reactie s-a filtrat prin Celitd si s-a spdlat cu diclorometan.
Filtratul s-a concentrat pentru a da acid 4-(2,3-bis(stearoiloxi)propoxi)-2-((ferf-butoxicarbonil)amino)-4-
oxobutanoic ca un solid alb (800 mg, 95%), care s-a utilizat pentru etapa urmatoare fara purificare.

'"H RMN (300 MHz, CDCls) 6 5,56 (m, 1H), 5,23-5,28 (m, 1H), 4,56 (m, 1H), 4,12-4,32 (m, 5H), 2,98-
3,07 (m, 2H), 2,81-2,89 (m, 2H), 2,28-2,35 (m, 4H), 1,60 (m, 4H), 1,45 (s, 9H), 1,24 (bs, 54H), 0,87 (z,
6H, J=17,1 Hz).

MS (APCI): m/z (MH") 740,6.

Cloruri de 3-(2,3-bis(stearoiloxi)propoxi)-1-carboxi-3-oxopropan-1-aminiu

D e

i o N e P N R N

o o0
8 - L B
S ~, ! S 3 AN = R e . I R
M aﬁ&_\v e \,\%{.«,\‘ e \,\{}:“.&\M\ RN m,,_%“__ iR x\.\“‘_» L N N
' i i i

@

Acid 4-(2,3-Bis(stearoiloxi)propoxi)-2-((ferf-butoxiearbonil)Jamino)-4-oxobutanoic (800 mg,
0,95 mmol) s-a dizolvat in 4M HCI in dioxan (20 mL), si amestecul s-a agitat la temperatura camerei timp
de 16 h. TLC a aritat disparitia materialului de pornire. In amestecul de reactie s-au adiugat hexani si s-a
triturat pentru a da produsul dorit, clorurd de 3-(2,3-bis(stearoiloxi)propoxi)-1-carboxi-3-oxopropan-1-
aminiu ca un solid alb (718 mg, 97%).
'"H RMN (300 MHz, CDCls) & 5,29 (m, 1H), 4,53 (m, 1H), 4,12-4,38 (m, 5H), 3,28 (m, 2H), 2,32 (¢, 4H, J
=7,7 Hz), 1,60 (m, 4H), 1,24 (bs, 59H), 0,88 (t, 6H, /= 6,6 Hz).
MS (APCI): m/z (MH") 740,6.
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Cloruri de 1-((2,3-bis(stearoiloxi)propil)Jamino)-4-carboxi-1-oxobutan-2-am iniu

Distearat de 3-((metilsulfonil)oxi)propan-1,2-diil
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La o solutie de distearat de 3-hidroxipropan-1,2-diil (6,25 g, 10 mmol) si trietilamind (1,81 mL,
12,5 mmol) in 100 mL diclorometan, s-a addugat, in picéturi, 1la 0 °C clorurd de metansulfonil (0,97 mL,
12,5 mmol), si apoi reactia s-a agitat la temperatura camerei timp de 48 h. TLC a ardtat ci reactia a fost
completd, si amestecul de reactie s-a diluat cu apd si s-a extras cu diclorometan. Stratul organic combinat
s-a spdlat cu solufie saturatd de bicarbonat de sodiu si saramurd. Dupd ce s-a uscat pe sulfat de sodiu,
filtratul s-a concentrat pentru a da distearat de 3-((metilsulfonil)oxi)propan-1,2-diil ca un solid alb (7,07
g, cant.). RMN a aritat un amestec de mesilat si clorurd, care s-a utilizat pentru etapa urméitoare fard alta
purificare.
'"H RMN (300 MHz, CDCls) & 5,23-5,30 (m, 1H), 4,29-4.41 (m, 3H), 4,17 (dd, 1H, J = 11,9 Hz, 5,7 Hz),
2,43 (¢, 4H, J=7,6 Hz), 1,61 (m, 3H), 1,24 (bs, 60H), 0,87 (r, 6H, J = 6,8 Hz).
Distearat de 3-azidopropan-1,2-diil
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Intr-un twb etans, un amestec de distearat de 3-((metilsulfonil)oxi)propan-1,2-diil (7,07 g, 10
mmol) si azida de sodiu (3,26 g, 50 mmol) in 40 mL DMF s-a incilzit la 100 °C timp de 16 h. Dupd
ricirea la temperatura camerei, amestecul de reactie s-a diluat cu apd si s-a extras cu un amestec de
hexani/eter. Stratul organic s-a spalat cu apa si saramurd. Dupd s-a uscat pe sulfat de sodiu, filtratul s-a
concentrat si s-a purificat prin ISCO (120 g SiOs: EtOAc/hexani 0 la 50%) pentru a da distearat de 3-
azidopropan-1,2-diil ca un solid alb (5,40 g, 83%).
'"H RMN (300 MHz, CDCls) & 5,17 (pent, 1H, I = 4,9 Hz), 4,29 (dd, 1H, J = 11,9 Hz, 4,6 Hz), 4,14 (dd,
1H, J = 11,9 Hz, 5,5 Hz), 3,45 (¢, 2H, J = 3,3 Hz), 2,34 (dt, 4H, J = 10,2 Hz, 7,4 Hz), 1,57-1,65 (m, 4H),
1,24 (bs, 56H), 0,87 (¢, 6H, J= 7,1 Hz).
Distearat de 3-aminopropan-1,2-diil
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Un amestec de distearat de 3-azidopropan-1,2-diil (3,71 g, 5,7 mmol) si Pd/C (5%, Degaussa
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E10002U/W, Aldrich 330124, 370 mg) in 100 mL EtOAc s-a purjat cu azot si hidrogen de 3 ori,
respectiv, si apoi reactia s-a agitat la temperatura camerei cu balon timp de 16 h. TLC a ardtat ca reactia a
fost completd. Amestecul de reactie s-a filtrat prin Celita si s-a spélat cu diclorometan cald pentru a da
distearat de 3-aminopropan-1,2-diil ca un solid alb (2,20 g, 62%). Acest compus are o solubilitate scazuti
in majoritatea solventilor la temperatura camerei.

'H RMN (300 MHz, CDCl3) & 5,90 (m. 0,5H), 5,74 (m, 0,5H), 3,91-4,20 (m, 2H), 3,12-3,70 (m, 2H),
2,30-2,36 (m, 3H), 2,18-2,25 (m, 1H), 1,53-1,66 (m, 6H), 1,24 (bs, 56H), 0,87 (¢, 6H, J = 7,1 Hz).

MS (APCI): m/z (MH") 624.,6.

Distearat de 3-(5-(benziloxi)-2-((ferf-butoxicarbonil)amino)-5-oxopentanamido)propan-1,2-diil
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Un amestec de distearat de 3-aminopropan-1,2-diil (624 mg, 1,0 mmol), acid 5-(benziloxi)-2-
((fert-butoxicarbonil)amino)-5-oxopentanoic (674 mg, 2,0 mmol), EDCI (384 mg, 2,0 mmol) si DMAP
(12 mg, 0,1 mmol) in 70 mL/70 mL diclorometan/THF s-a incdlzit la 45°C timp de 16 h. TLC a aritat ca
reactia a fost completd. Amestecul de reactie s-a diluat cu apa si s-a extras cu diclorometan, si stratul
organic combinat s-a spalat cu saramurd si s-a uscat pe sulfat de sodiu. Dupa filtrare si concentrare,
produsul brut s-a purificat prin ISCO (40 g SiO: EtOAc/Hexani 0 la 20%) pentru a da distearat de 3-(5-
(benziloxi)-2-((ferf-butoxicarbonil)Jamino)-5-oxopentanamido)propan-1,2-diil ca un solid alb (840 mg,
89%).

'M RMN (300 MHz, CDCl3) & 7,31-7,39 (m, 5H), 6,25 (m, 1H), 5,39-5,44 (m, 1H), 5,12-5,22 (m, 3H),
4,08-4,53 (m, 4H), 2,44-2,49 (n, 4H), 2,20-2,38 (m, 2H), 2,30 (m, 4H), 2,16 (m, 1H), 1,95 (m, 1H), 1,55-
1,64 (m, 1H), 1,43 (s, 9H), 1,24 (bs, 56H), 0,87 (z, 6H, J = 6,8 Hz).

MS (APCI): m/z (MH™") 943,7. 843,7.

Acid 5-((2,3-bis(stearoiloxi)propil)amino)-4-((ferf-butoxicarbonil)amino)-5-oxopentanoic

Un amestec de distearat de 3-(5-(benziloxi)-2-((fert-butoxicarbonil)amino)-5-
oxopentanamido)propan-1,2-diil (840 mg, 0,89 mmol) si Pd/C (5%, 250 mg) in 80 mL EtOAc s-a agitat
timp de 16 h sub balon de hidrogen. TLC a aratat ci reactia a fost completd. Amestecul de reactie s-a
filtrat prin Celitd si s-a spdlat cu diclorometan. Filtratul s-a concentrat pentru a da acid 5-((2,3-
bis(stearoiloxi)propil)amino)-4-((ferf-butoxicarbonil)Jamino)-5-oxopentanoic ca un solid alb (722 mg,
84 %), care s-a utilizat pentru etapa urmatoare fard purificare.

. 'H RMN (300 MHz, CDCls) & 5.23-5,29 (m, 1H), 5,12-5,16 (m, 1H), 4,08-4,42 (m, 6H), 2,44-2,49 (m,
4H), 2,20-2,38 (m, 2H), 2,30 (¢, 4H, J= 7,6 Hz), 2,16 (m, 1H), 1,95 (m, 1H), 1,55-1,64 (m, 2H), 1,43 (s,
9H), 1,24 (bs, 54H), 0,87 (1, 6H, J = 6,8 Hz).

MS (APCI): m/z (MH™) 853,7, 753,6.
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Cloruri de 1-((2,3-bis(stearoiloxi)propil)amino)-4-carboxi-1-oxobutan-2-aminiu
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Acid 5-((2,3-bis(stearoiloxi)propil)amino)-4-((ferf-butoxicarbonil)amino)-5-oxopentanoic (722
mg, 0,84 mmol) s-a dizolvat in HCI 4M in dioxan (20 mL), si amestecul s-a agitat la temperatura camerei
timp de 16 h. TLC a ardtat disparitia materialului de pornire, si amestecul de reactie este o solutie
limpede. Dupd concentrare, produsul brut s-a purificat prin ISCO (aur 24 g SiO»: MeOH/diclorometan 0
la 50%) pentru a da produsul dorit, clorurd de 1-((2,3-bis(stearoiloxi)propil)amino)-4-carboxi-1-
oxobutan-2-aminiu ca un solid alb (610 mg, 91%).

'"H RMN (300 MHz, CDCls) & 8,43 (bs, 2H), 5,21 (m, 1H), 4,18-4,38 (m, 3H), 3,36-3,75 (m, 3H), 2,68
(m, 2H), 2,20-2,35 (m, 6H), 1,57 (m, 4H), 1,24 (bs, 56H), 0,87 (¢, 6H, J = 6,8 Hz).
MS (APCI): m/z (MH") 753,6.

Cloruri de 3-((2,3-bis(stearoiloxi)propil)amino)-1-carboxi-3-oxopropan-1-aminiu

Distearat de 3-(4-(ferf-butoxi)-3-((ferf-butoxicarbonil)amino)-4-oxobutanamido)propan-1,2-diil
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Un amestec de distearat de 3-aminopropan-1,2-diil (500 mg, 0,80 mmol), acid 4-(ferf-butoxi)-3-
((fert-butoxicarbonil)amino)4-oxobutanoic (463 mg, 1,60 mmol), EDCI (307 mg, 1,60 mmol) si DMAP
(10 mg, 0,08 mmol) in 70 mL/70 mL diclorometan/THF s-a incilzit 1a 45°C timp de 16 h. TLC a aratat ca
reactia a fost completd. Amestecul de reactie s-a diluat cu apa si s-a extras cu diclorometan, si stratul
organic combinat s-a spalat cu saramurd si s-a uscat pe sulfat de sodiu. Dupa filtrare si concentrare,
produsul brut s-a purificat prin ISCO (24 g SiO3: EtOAc/Hexani 0 la 40%) pentru a da distearat de 3-(4-
(ferf-butoxi)-3-((ferf-butoxicarbonil)amino)-4-oxobutanamido)propan-1,2-diil ca un solid alb (685 mg,
76%).

%). 'H RMN (300 MHz, CDCls) 6,48 (m, 0,5H), 6,20 (m, 0,5H), 5,38 (m, 1H), 5,08-5,14 (m, 1H), 4,42-
4,54 (m, 1H), 4,06-4,28 (m, 2H), 3,60-3,68 (m, 0,5H), 3,46-3,53 (m. 1H), 3,26-3,34 (m, 0,5H), 2,74-2,92
(m, 2H), 2,31 (dt, 2H, J = 7,5 Hz, 1,9 Hz), 2,19 (¢, 2H, J = 7,7 Hz). 1,56-1,66 (n, 2H), 1,47 (s, 9H), 1,41-
1,45 (m. 9H), 1,24 (bs, 58H), 0,87 (¢, 6H, J = 6,8 Hz).

MS (APCI): m/z (MH*) 895,7, 795,6.

Cloruri de 3-((2,3-bis(stearoiloxi)propil)amino)-1-carboxi-3-oxopropan-1-aminiu
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Distearat de 3-(4-(ferf-Butoxi)-3-((fert-butoxicarbonil)amino)-4-oxobutanamido)propan-1,2-diil
(685 mg, 0,76 mmol) s-a dizolvat in HCl 43 in dioxan (10 mL), si amestecul s-a agitat la temperatura
camerei timp de 16 h. TLC a aritat disparitia materialului de pornire. In amestecul de reactie s-au adiugat
hexani si s-a triturat pentru a da produsul dorit, clorurd de 3-((2,3-bis(stearoiloxi)propil)amino)-1-carboxi-
3-oxopropan-1-aminiu ca un solid alb (520 mg, 88%).
%). 'H RMN (300 MHz, CDCI5) § 8,26 (bs, 2H), 5,15 (m, 1H), 4,50 (m, 1H), 4,22 (m, 2H), 3,16-3,54 (m,
4H), 2,20-2,38 (m, 4H), 1,58 (m, 4H), 1,24 (bs, 56H), 0,87 (1, 6H, J= 6,8 Hz).
MS (APCI): m/z (MH*) 739,6

Cloruri de 1-((2,3-bis(stearoiloxi)propil)amino)-3-carboxi-1-oxopropan-2-aminiu

Distearat de 3-(4-(Benziloxi)-2-((tert-butoxicarbonil)amino)-4-oxobutanamido)propan-1,2-diil
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Un amestec de distearat de 3-aminopropan-1,2-diil (320 mg, 0,51 mmol), acid 4-(benziloxi)-2-
((fert-butoxicarbonil)amino)-4-oxobutanoic (332 mg, 1,02 mmol), EDCI (197 mg, 1,02 mmol) si DMAP
(6 mg, 0,05 mmol) in 30 mL/30 mL diclorometan/THF s-a incilzit 1a 50 °C timp de 16 h. TLC a aritat
produsul. Amestecul de reactie s-a diluat cu apa si s-a extras cu diclorometan, si stratul organic combinat
s-a spdlat cu saramurd si s-a uscat pe sulfat de sodiu. Dupa filtrare si concentrare, produsul brut s-a
purificat prin ISCO (24 g SiO,: EtOAc/Hexani 0 1a 40%) pentru a da distearat de 3-(4-(benziloxi)-2-((tert-
butoxicarbonil)amino)-4-oxobutanamido)propan-1,2-diil ca un solid alb (310 mg, 64%).

'"H RMN (300 MHz, CDCl) & 7,31-7,39 (m, 5H), 6,24 (m, 1H), 5,39-5,43 (m, 1H), 5,11-5,22 (m, 3H),
4,53 (m, 1H), 4,06-4,22 (m, 2H), 3,72-3,80 (m, 1H), 2,88-3. 10 (m, 2H), 2,26-2,32 (m, 2H), 2,12-2,17 (m,
2H), 1,53-1,64 (n, 9H), 1,44 (s, 9H), 1,24 (bs, 50H). 0,87 (¢, 6H, J = 6,8 Hz).

MS (APCI): m/z (MH™) 929,7, 829,6.

Acid 4-((2,3-Bis(stearoiloxi)propil)amino)-3-((tert-butoxicarbonil)amino)-4-oxobutanoic
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Un amestec de distearat de 3-(4-(benziloxi)-2-((tert-butoxicarbonil)amino)4-
oxobutanamido)propan-1,2-diil (310 mg, 0,33 mmol) si Pd/C (5%, 100 mg) in 45 mL EtOAc s-a agitat
timp de 16 h sub balon de hidrogen. TLC a aratat ci reactia a fost completd. Amestecul de reactie s-a
filtrat prin Celitd si s-a spdlat cu diclorometan. Filtratul s-a concentrat pentru a da acid 4-((2,3-
bis(stearoiloxi)propil)amino)-3-((ter{-butoxicarbonil)amino)-4-oxobutanoic ca un solid alb (248 mg,
88%), care s-a utilizat pentru etapa urmatoare fard purificare.

'"H RMN (300 MHz, CDCl3) 6 6,29 (m, 1H), 5,54 (m, 1H), 5,17 (m, 1H), 4,52 (m, 1H), 4,128-4,26 (m,
1H), 4,11 (¢, 2H, J= 6,8 Hz), 3,72 (m, 1H), 3,25 (m, 1H), 2,85-3,08 (m, 2H), 2,26-2,34 (m, 2H), 2,12-2,20
(m, 2H), 2,04(s, 2H), 1,59 (m, 4H), 1,44 (s, 9H), 1,24 (bs, 52H), 0,87 (¢, 6H, J = 6,6 Hz).

MS (APCI): m/z (MH*) 839,7, 739,6.

Cloruri de 1-((2,3-bis(stearoiloxi)propil)amino)-3-carboxi-1-oxopropan-2-aminiu
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Acid  4-((2,3-bis(stearoiloxi)propil)amino)-3-((ter{-butoxicarbonil)amino)-4-oxobutanoic (248
mg, 0,29 mmol) s-a dizolvat in HCI 4M in dioxan (20 mL), si amestecul s-a agitat la temperatura camerei
timp de 16 h. TLC a aritat disparitia materialului de pornire. In amestecul de reactie s-au adiiugat hexani
si s-a triturat pentru a da produsul dorit, clorurd de 1-((2,3-bis(stearoiloxi)propil)amino)-3-carboxi-1-
oxopropan-2-aminiu ca un solid alb (170 mg, 78%).

'"HNMR (300 MHz, CDCl3) 6 8,32 (bs, 2H), 5,19 (m, 1H), 4,24 (m, 2H), 3,14-3,65 (m, 4H), 2,20-2,38 (m,
4H), 1,58 (m, 4H), 1,44 (s, OH), 1,24 (bs, 50H), 0,87 (t, 6H, J = 6,8 Hz).
MS (APCI): m/z (MH") 739,6.

Procedura reprezentativd 1:
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4-Metilbenzensulfonat de (2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-il)metil
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La o solutie la 0°C de Solketal (2,0 g, 15,1 mmol) in piridind (30 mL) s-a adiugat clorurd de
tosil (3,2 g, 16,6 mmol), si reactia a fost 13sata si revind la RT si s-a agitat timp de 12 ore. Amestecul s-a
concentrat, si azeotropizat de doud ori cu toluen. Materialul brut s-a preluat in DCM si s-a spdlat cu apa,
clorurd de amoniu saturatd, saramurd, s-au uscat pe Na3SO, anhidru, s-a filtrat, si s-a concentrat in vid.
Purificarea prin cromatografic rapidd pe silice ISCO (0-30% EtOAc/hexani) a furnizat 4-
metilbenzensulfonat de (2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-il)metil 4,18 g, 96%).
"H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 7,82 (d, 2H); 7,38 (d, 2H); 4,30 (m, 1H); 4,03 (m, 3H); 3,78 (m, 1H);
2,489 (s, 3H); 1,35 (m, 6H).
4-(Azidometil)-2,2-dimetil-1,3-dioxolan

oo woleosiedr FA2ATF

La o solutie de 4-metilbenzensulfonat de (2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-il)metil (4,18 g, 14,6
mmol) in DMF (36 mL) s-a addugat azida de sodiu (2,37 g, 36,5 mmol) si reactia a fost 13sata sa se agite
la 80°C timp de 12 ore. Dupd ricirea la RT, reactia s-a stins cu bicarbonat de sodiu saturat si suspensia s-a
filtrat. Solutia s-a extras x3 cu eter, si extractele eterice combinate s-au spdlat cu saramurd, s-au uscat pe
MgSO, anhidru, s-au filtrat, si s-au concentrat in vid in absentd de cildurd externd pentru a da 4-
(azidometil)-2,2-dimetil-1,3-dioxolan cu DMF rezidual (3,37 g, 146%).
'"H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 4,29 (m, 1H); 4,08 (m, 1H); 3,79 (m, 1H); 3,50-3,26 (br. m, 2H);
1,49 (s, 3H); 1,38 (s, 3H).
3-Azidopropan-1,2-diol
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La o solutie de 4-(azidometil)-2,2-dimetil-1,3-dioxolan (2,29 g, 14,6 mmol) in MeOH (75 mL) s-
a adaugat acid tosilic monohidrat (1,39 g, 7.3 mmol) si reactia a fost lasatd s se agite la RT. Dupa 4 ore,
s-a addugat carbonat de sodiu solid (3 g) si amestecul a fost 13sat sa se agite timp de 20 minute. Suspensia
s-a filtrat si s-a concentrat in vid in absenta caldurii externe. Purificarea prin cromatografie rapida pe
silice ISCO (50-100% EtOAc/hexani) a furnizat 3-azidopropan-1,2-diol (1,35 g, 79%).
'H-RMN (300 MHz, CDCl3) &: ppm 3,90 (m, 1H); 3,80-3,57 (br. m, 2H); 3,44 (m, 2H); 2,42 (br, 2H).
3-Azidopropan-1,2-diil bis(decanoat)
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La o solutie de 3-azidopropan-1,2-diol (100 mg, 0,854 mmol) si acid decanoic (368 mg, 2,13
mmol) in DCM (4 mL) s-a adaugat DCC (440 mg, 2,13 mmol) si DMAP (260 mg, 2,13 mmol), si reactia
a fost lasatd sa se agite la RT timp de 48 ore. Amestecul s-a filtrat, si solidele s-au clitit cu DCM. Filtratul
s-a spalat cu acid citric 10%, bicarbonat de sodiu saturat, saramurd, s-a uscat pe sulfat de sodiu anhidru, s-
a filtrat, si s-a concentrat in vid. Purificarea prin cromatografie rapidd pe silice ISCO (0-30%
EtOAc/hexani) a furnizat 3-azidopropan-1,2-diil bis(decanoat) (318 mg, 88%).
'H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 5,20 (chint, 1H); 4,37-4,12 (br. m, 2H); 3,49 (m, 2H); 2,35 (m, 4H);
1,65 (m, 4H); 1,42-1,10 (br. m, 24H); 0,90 (t, 6H).

Ditetradecanoat de 3-Azidopropan-1,2-diil
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in aceeasi manierd ca 3-azidopropan-1,2-diil bis(decanoat), ditetradecanoat de 3-azidopropan-
1,2-diil s-a sintetizat din 3-azidopropan-1,2-diol (300 mg, 2,56 mmol), acid miristic (1,46 g, 6,40 mmol),
DCC (1,32 g, 6,40 mmol), si DMAP (782 mg, 6,40 mmol) in DCM (12 mL). Randament (1,21 g, 88%).
'H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 5,20 (chint, 1H); 4,37-4,12 (br. m, 2H); 3,49 (m, 2H); 2,35 (m, 4H);
1,65 (m, 4H); 1,42-1,10 (br. m, 40H); 0,90 (t, 6H).
o
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Compusul Metoxi-PEGz00-ester-click-glicerol C10
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La o solutic de O-(2-Azidoetil)-O'-metilpolietilen glicol 2000 (587 mg, 0,29 mmol) si 3-
azidopropan-1,2-diil bis(decanoat) (150 mg, 0,35 mmol) in t-butanol (1,5 mL) si apa (1,5 mL) s-a addugat
CuSO; (12 mg, 0,07 mmol) si ascorbat de sodiu (29 mg, 0,15 mmol). Reactia a fost 1asatd si se agite la
RT timp de 24 ore si apoi s-a concentrat in vid. Purificarea prin cromatografie rapida pe silice ISCO (0-
20% MeOH/DCM) a furnizat produsul dorit (205 mg, 29%).

'H-RMN (300 MHz, CDCl3) &: ppm 7,46 (s, 1H); 5,39 (chint, 1H); 4,58 (m, 2H); 4,38-4,20 (br. m, 4H);
4,09 (m, 2H); 3,89 (m, 2H); 3,67 (br. m, 170-200H); 3,40 (s, 3H); 3,07 (m, 2H); 2,77 (m, 2H); 2,33 (m,
4H); 1,86 (br, 4,6H, apa); 1,60 (m, 4H); 1,29 (br. m, 24H); 0,90 (t, 6H).
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Compusul Metoxi-PEG:20-ester-click-glicerol C8

In aceeasi manierd ca C10, C8 s-a sintetizat din O-(2-Azidoetil)-O'-metilpolietilenglicol 2000
(250 mg, 0,125 mmol), dioctanoat de 3-azidopropan-1,2-diil (56 mg, 0,15 mmol), CuSO4 (5 mg, 0,03
mmol) si ascorbat de sodiu (13 mg, 0,06 mmol) in t-butanol (1,5 mL) si apd (1,5 mL). Randament (73 mg,
25%).
'H-RMN (300 MHz, CDCl3) &: ppm 7,44 (s, 1H); 5,39 (chint, 1H); 4,58 (m, 2H); 4,38-4,20 (br. m, 4H);
4,09 (m, 2H); 3,89 (m, 2H); 3,67 (br. m, 170-200H); 3,40 (s, 3H); 3,07 (m, 2H); 2,77 (m, 2H); 2,33 (m,
4H); 1,86 (br, 3H, apd); 1,60 (m, 4H); 1,29 (br. m, 16H); 0,90 (t, 6H).
Compusul Metoxi-PEGze00-ester-click-glicerol C14
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in aceeasi manierd ca C10, Cl14 s-a sintetizat din ditetradecanoat de 3-azidopropan-1,2-diil.
'"H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 7,57 (s, 1H); 5,39 (chint, 1H); 4,62 (m, 2H); 4,42-3,85 (br. m, 8H);
3,77-3,49 (br. m, 170-200H); 3,40 (s, 3H); 3,11 (m, 2H); 2,80 (m, 2H); 2,33 (m, 4H); 1,87-1,45 (br. m,
4H + 20H apd); 1,42-1,16 (br. m, 40H); 0,90 (t, 6H).
Compusul Metoxi-PEGze00-ester-click-glicerol C13/C14

O
«’O\/‘eo/\*’)g‘f"o M
W

In aceeasi manieri ca C10, C13/14 s-a sintetizat din tetradecanoat de 1-azido-3-
(tridecanoiloxi)propan-2-il.
'H-RMN (300 MHz, CDCl3) &: ppm 7,55 (s, 1H); 5,39 (chint, 1H); 4,61 (m, 2H); 4,39-3,81 (br. m, 8H);
3,79-3,49 (br. m, 170-200H); 3,40 (s, 3H); 3,10 (m, 2H); 2,80 (m, 2H); 2,33 (m, 4H); 1,75-1,47 (m, 4H);
1,42-1,16 (br. m, 38H); 0,90 (t, 6H).
Compusul Metoxi-PEGze00-ester-click-glicerol C13

in aceeasi manierd ca C10, C13 s-a sintetizat din ditridecanoat de 3-azidopropan-1,2-diil.
'H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 7,68 (s, 1H); 5,33 (chint, 1H); 4,65 (m, 2H); 4,36-3,85 (br. m, 8H);
3,78-3,55 (br. m, 170-200H); 3,40 (s, 3H); 3,15 (m, 2H); 2,80 (m, 2H); 2,33 (m, 4H); 1,78-1,38 (m, 4H +
24H apa); 1,38-1,20 (br. m, 36H); 0,90 (t, 6H).
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Compusul Metoxi-PEGze00-ester-click-glicerol C12
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in aceeasi manierd ca C10, C12 s-a sintetizat din didodecanoat de 3-azidopropan-1,2-diil.
'"H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 7,59 (s, 1H); 5,40 (chint, 1H); 4,62 (m, 2H); 4,37-3,83 (br. m, 8H);
3,78-3,48 (br. m, 170-200H); 3,40 (s, 3H); 3,12 (m, 2H); 2,82 (m, 2H); 2,33 (m, 4H); 2,09-1,82 (br. m,
7H apd); 1,60 (m, 4H); 1,39-1,17 (br. m, 32H); 0,90 (t, 6H)
Compus: Ditetradecanoat de 3-((1H-imidazol-1-carbonil)oxi)propan-1,2-diil
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O solutie de ditetradecanoat de 3-hidroxipropan-1,2-diil (0,10 g, 0,2 mmol), CDI (65 mg, 0,40
mmol) si EtzN in DCM (1 mL) a fost 13sat sa se agite la RT timp de 2 h. Dupa acest timp reactia s-a stins
cu acid citric 10% si straturile s-au separat. Organicele s-au spilat cu saramurd, s-au uscat pe MgSO4, s-
au filtrat si s-au concentrat pentru a se obtine ditetradecanoat de 3-((1H-imidazol-1-carbonil)oxi)propan-
1,2-diil (97 mg, 80%) care s-a trecut mai departe fard nicio purificare.
Metoxi-PEGze00-carbamat-glicerol C14

0 0
A eSO N /lk/\/\/\/\/\/\

(8]

Ditetradecanoat de 3-((1H-Imidazol-1-carbonil)oxi)propan-1,2-diil (97 mg, 0,16 mmol) MeO-
PEG2x-NH: (100 mg, 0,053 mmol), DMAP (2 mg, 0,011 mmol) si bazd Hunig (0,055 mL, 0,32 mmol) s-
au combinat in THF si s-au lasat s se agite la 65 °C timp de 6 h si apoi la RT timp de 48 h. Reactia s-a
concentrat si s-a dizolvat in DCM pentru purificare. Materialul brut s-a purificat prin cromatografie pe
silicagel (0-20% MeOH in DCM cu 1% NH4OH) pentru a da 107 mg din produsul dorit.
'"H-RMN (300 MHz, CDCls) & ppm 5,26 (m, 1H); 4,36-4,06 (br. m, 4H); 3,93-3,42 (br. m, 170-200H);
3,39 (s, 3H); 3,30 (m, 2H); 2,32 (t, 4H); 1,78 (m, 4H); 1,61 (br. m, 5H apd); 1,42-1,20 (br. m, 40H); 0,89
(t, 6H).

Procedura reprezentativd 2
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Ditetradecanoat de 3-(benziloxi)propan-1,2-diil

La o solutie de 3-(benziloxi)propan-1,2-diol (1,0 g, 5,5 mmol) si acid miristic (3,1 g, 13,7 mmol)
in DCM (26 mL) s-a adidugat DCC (2,8 g, 13,7 mmol) si DMAP (1,7 g, 13,7 mmol), si reactia a fost
lasatd si se agite la RT timp de 72 ore. Amestecul s-a filtrat, si solidele s-au clatit cu DCM. Filtratul s-a
spalat cu acid citric 10%, bicarbonat de sodiu saturat, saramurd, s-au uscat pe sulfat de sodiu anhidru, s-au
filtrat, si s-au concentrat in vid. Purificarea prin cromatografie rapidd pe silice ISCO (0-30%
EtOAc/hexani) a furnizat ditetradecanoat de 3-(benziloxi)propan-1,2-diil (2,78 g, 84%).
'H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 7,34 (br. m, 5H); 5,27 (chint, 1H); 4,56 (m, 2H); 4,44-4,14 (br. m,
2H); 3,61 (m, 2H); 2,32 (m, 4H); 1,62 (m, 4H); 1,40-1,06 (br. m, 40H); 0,90 (t, 6H).

Ditetradecanoat de 3-hidroxipropan-1,2-diil

L
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Intr-un balon de reactie umplut cu azot care confine paladiu pe carbon (10 gr. %, 490 mg. 0,461
mmol) s-a addugat ditetradecanoat de 3-(benziloxi)propan-1,2-diil (2,78 g, 4,61 mmol) si EtOH (22 mL).
Balonul s-a evacuat si s-a reumplut cu H» de trei ori, §i s-a ldsat la agitat la RT si 1 atm H» timp de 12 ore.
Amestecul s-a filtrat prin celitd, clitind cu EtOAc, si filtratul s-a concentrat in vid pentru a da
ditetradecanoat de 3-hidroxipropan-1,2-diil (1,50 g, 64%).
'"H-RMN (300 MHz, CDCl3) &: ppm 5,11 (chint, 1H); 4,30 (m, 2H); 3,75 (m, 2H); 2,36 (m, 4H); 1,72-
1,10 (br. m, 44H); 0,91 (t, 6H).
Acid 5-(2,3-Bis(tetradecanoiloxi)propoxi)-5-oxopentanoic
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La o solutie de ditetradecanoat de 3-hidroxipropan-1,2-diil (300 mg, 0,585 mmol) si acid glutaric
(77 mg, 0,585 mmol) in DCM (4 mL) s-a addugat DCC (121 mg, 0,585 mmol) si DMAP (71 mg, 0,585
mmol), si reactia a fost ldsatd si se agite la RT timp de 12 ore. Amestecul s-a filtrat si solidele s-au clatit
cu DCM. Filtratul s-a spdlat cu acid citric 10%, saramurd, s-au uscat pe sulfat de sodiu anhidru, s-a filtrat,
si s-a concentrat in vid. Purificarea prin cromatografie rapidd pe silice ISCO (0-20% MeOH/DCM) a
furnizat acid 5-(2,3-bis(tetradecanoiloxi)propoxi)-5-oxopentanoic (93 mg, 25%).
'H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 5,29 (chint, 1H); 4,41-4,11 (br. m, 4H); 2,46 (m, 4H); 2,34 (m, 4H);
1,99 (m, 2H); 1,63 (m, 4H); 1,40-1,10 (br. m, 40H); 0,90 (t, 6H).
Acid 4-(2,3-bis(tetradecanoiloxi)propoxi)-4-oxobutanoic
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In aceeasi manierd ca acidul 5-(2,3-bis(tetradecanoiloxi)propoxi)-5-oxopentanoic, s-a sintetizat
acidul 4-(2,3-bis(tetradecanoiloxi)propoxi)-4-oxobutanoic din ditetradecanoat de 3-hidroxipropan-1,2-diil
(300 mg, 0,585 mmol), acid glutaric (69 mg, 0,585 mmol), DCC (121 mg, 0,585 mmol) si DMAP (71
mg, 0,585 mmol) in DCM (4 mL). Randament (267 mg. 75%).

'H-RMN (300 MHz, CDCl;) &: ppm 5,29 (chint, 1H); 4,41-4,11 (br. m, 4H); 2,69 (m, 41-1); 2,34 (m,
4H); 1,63 (m, 4H); 1,46-1,10 (br. m, 10H); 0,90 (t, 6H).
Compusul Metoxi-PEG:2g0-ester-propil-ester-glicerol C14
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La o solutie de metoxi-PEGyw (247 mg, 0,124 mmol) si  acid 5-(2,3-
bis(tetradecanoiloxi)propoxi)-5-oxopentanoic (93 mg, 0,148 mmol) in DCM (2 mL) s-a addugat DCC (31
mg, 0,148 mmol) si DMAP (19 mg, 0,148 mmol) si reactia a fost lasatd sa se agite la 40°C timp de 12
ore. Amestecul a fost ldsatd sd se riceascd la RT si s-a concentrat in vid. Purificarea prin cromatografie
rapidi ISCO C18 (50-100% [MeCN 0,1% TFA]/[apa 0,1% TFA]) a furnizat produsul dorit (75 mg, 23%).
'"H-RMN (300 MHz, CDCls5) &: ppm 3,28 (chint, 1H); 4,38-4,07 (br. m, 6H); 3,90 (m, 2H); 3,79-3,48 (br.
m, 170-200H); 3,40 (s, 3H); 2,48-1,89 (br. m, 10H); 1,64 (br. m, 4H + 7,25H apéd); 1,41-1,08 (br. m,
40H); 0,90 (t, 6H).

Compus : Metoxi-PEGaooo-ester-etil-ester-glicerol C14
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In aceeasi manierd ca in procedura reprezentativi 2, compusul s-a sintetizat din metoxi-PEGago
(272 mg, 0,136 mmol), acid 4-(2,3-bis(tetradecanoiloxi)propoxi)-4-oxobutanoic (100 mg, 0,163 mmol),
DCC (34 mg, 0,163 mmol), si DMAP (20 mg, 0,163 mmol) in DCM (2 mL). Randament (134 mg, 38%).
'H-RMN (300 MHz, CDCl;) &: ppm 5,28 (m, 1H); 4,39-4,10 (br. m, 6H); 3,89 (m, 2H); 3,79-3,48 (br. m,
170-200H); 3,40 (s, 3H); 2,67 (m, 4H); 2,33 (m, 4H); 1,63 (m, 4H + 7,25 H api); 1,42-1,16 (br. m, 40H);
0,90 (t, 6H).
Compusul Metoxi-PEGzeo0-ester-C18

Procedura reprezentativd 3

Metoxi-PEG2000-ester-C18

(8]
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La o solutie de metoxi-PEG:o00 (1,0 g, 0,50 mmol) si acid stearic (171 mg, 0,60 mmol) in DCM
(10 mL) s-a addugat DCC (124 mg, 0,60 mmol) si DMAP (73 mg, 0,60 mmol) si reactia a fost 13sata si se
agite la RT timp de 48 ore. Reactia s-a concentrat in vid, si purificarea prin cromatografie rapida pe silice
ISCO (0-20% MeOH/DCM) a furnizat produsul dorit (620 mg, 55%).
'H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 4,24 (t, 2H); 3,94-3,52 (br. m, 170-200H); 3,40 (s, 3H); 2,34 (t, 2H);
1,65 (m, 4H); 1,28 (br. m, 2H +2H api); 0,90 (t, 3H).
Compusul : Metoxi-PEG2o00-ester-C18:1 (9)
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In aceeasi manierd ca procedura reprezentativi 3, compusul s-a sintetizat din metoxi-PEGag
(1,0 g, 0,50 mmol), acid oleic (169 mg, 0,60 mmol), DCC (124 mg, 0,60 mmol), si DMAP (73 mg, 0,60
mmol) in DCM (10 mL). Randament (298 mg, 26%).
'H-RMN (300 MHz, CDCl;) &: ppm 5,37 (m, 2H); 4,24 (1, 2H); 3,94-3,46 (br. m, 170-200H); 3,40 (s,
3H); 2,34 (1, 2H); 2,04 (m, 4H); 1,68 (m, 2H + 3H apa); 1,46-1,18 (br: m, 20H); 0,90 (t, 3H).
Compusul Metoxi-PEGzeo0-ester-C18:2 (9,12)

0
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In aceeasi manieri ca procedura reprezentativi 3, compusul s-a sintetizat din metoxi-PEGagoo (10
g, 0,50 mmol), linoleic acid (168 mg, 0,60 mmol), DCC (124 mg, 0,60 mmol), si DMAP (73 mg, 0,60
mmol) in DCM (10 mL). Randament 451 mg, 40%).
'H-RMN (300 MHz, CDCl3) &: ppm 5,38 (br. m, 4H); 4,24 (t, 2H); 3,94-3,50 (br. m, 170-200H); 3,40 (s,
3H); 2,79 (1, 2H); 2,34 (1, 2H); 2,06 (m, 4H); 1,67 (br. m, 2H +2H apa); 1,47-1,21 (br. m, 14H); 0,91 (t,
3H).
Compusul : Metoxi-PEG2o00-ester-C20
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In acecasi manierd ca procedura reprezentativi 3, compusul s-a sintetizat din metoxi-PEGag
(1,0 g, 0,50 mmol), arachidic acid (188 mg, 0,60 mmol), DCC (124 mg. 0,60 mmol), si DMAP (73 mg,
0,60 mmol) in DCM (10 mL). Randament (739 mg, 64%).
'H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 4,24 (t, 2H); 3,96-3,50 (br. m, 170-200H); 3,40 (s, 3H); 2,34 (t, 2H);
1,63 (br. m, 2H + 1H apa); 1,44-1,10 (32H); 0,90 (t, 3H).

O odm O on a{"/\O’};VOwDH ——
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Benzil-PEG2000-OH

OM@’)’;\/O“\/ “oH

La o solutie de PEGaopo (6,0 g, 3,0 mmol) in THF (30 mL) s-a adiugat ter{-butoxid de potasiu
(168 mg, 1,50 mmol) si solutia a fost 1asat si se agite timp de 30 minute inainte de aditia de bromura de
benzil (180 pL, 1,50 mmol) in THF (6 mL) in decurs de 12 ore (0,125 mmol/hr). Dupi ce aditia a fost
completd, reactia a fost 13satd si continue sa se agite la RT timp de 4 ore si apoi s-a concentrat in vid.
Purificarea prin cromatografie rapida ISCO C18 (0-100%[MeCN 0,1% TFA]/[apd 0,1% TFA]) a furnizat
produsul dorit (1,80 g, 29%).
'H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 7,35 (br. m, SH); 4,59 (s, 2H); 3,94-3,37 (br. m, 170-200H); 2,07-
1,78 (br, 3,5H apa).
Compus : Benzil-PEG2o00-ester-C18
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In aceeasi manierd ca procedura reprezentativi 3, compusul s-a sintetizat din Benzil-PEG00-OH
(218 mg, 0,104 mmol), acid stearic (36 mg, 0,125 mmol), DCC (26 mg, 0,125 mmol), si DMAP (16 mg,
0,125 mmol) in DCM v mL). Randament (150 mg, 61%).
'TH-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 7,35 (br. m, 5H); 4,59 (s, 2H); 4,24 (m, 2H); 3,95-3,31 (br. m, 170-
200H); 2,34 (t, 2H); 1,64 (br. m, 2H +2H api); 1,41-1,15 (br. m, 28H); 0,90 (t, 3H).
Compus : Benzil-PEG2o00-ester-C18:2 (9,12)

O
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In aceeasi manierd ca procedura reprezentativi 3, compusul s-a sintetizat din Benzil-PEG00-OH
(200 mg, 0,095 mmol), acid linoleic (32 mg, 0,114 mmol), DCC (24 mg, 0,114 mmol), si DMAP (14 mg,
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0,114 mmol) in DCM v mL). Randament (110 mg, 49%).
'"H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 7,36 (br. m, 5H); 5,46-5,26 (br. m, 4H); 4,59 (s, 2H); 4,24 (t, 2H);
3,94-3.39 (br. m, 170-200H; 2,79 (t, 2H); 2,34 (t, 2H); 2,06 (m, 4H); 1,68 (br. m, 2H + 5H api); 1,48-1,23
(br. m, 14H); 0,91 (t, 3H).

Compus : Benzil-PEG2o00-ester-C18:1 (9)
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In aceeasi maniera ca procedura reprezentativd 3, compusul s-a sintetizat din Benzil-PEG2000-OH
(200 mg, 0,095 mmol), acid oleic (32 mg, 0,114 mmol), DCC (24 mg, 0,114 mmol), si DMAP (14 mg,
0,114 mmol) in DCM v mL). Randament 94 mg, 42%).
'H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 7,36 (br, m, 5H); 5,36 (m, 2H); 4,59 (s, 2H); 4,24 (t, 2H); 3,95-3,35
(br. m, 170-200H); 2,35 (t, 2H); 2,03 (m, 4H); 1,64 (m, 2H); 1,48-1,16 (br. m, 20H); 0,90 (t, 3H).
Compus : Benzil-PEG2o00-ester-C20

O

EWOM@%;\/U\{\O)L\/\/\/\/\/\/\/\/\/\

In aceeasi manierd ca procedura reprezentativi 3, compusul s-a sintetizat din Benzil-PEG00-OH
(200 mg, 0,095 mmol), acid arachidic (36 mg, 0,114 mmol), DCC (24 mg, 0,114 mmol), si DMAP (14
mg, 0,114 mmol) in DCM (2 mL). Randament (101 mg, 44%).
'"H-RMN (300 MHz, CDCl3) &: ppm 7,36 (br, m, 5H); 4,59 (s, 2H); 4,24 (t, 2H); 3,95-3,35 (br. m, 170-
200H); 2,34 (t, 2H); 1,78 (br, 3H apa); 1,63 (m, 2H); 1,40-1,17 (br. m, 34H); 0,90 (t, 3H).
Compusul : HO-PEGa2o00-ester-C18

o

HO&/\Q%\/C’\JADJWW\/\/\M

Intr-un balon de reactic umplut cu azot care contin paladiu pe catbon (10 gr. %, 74mg, 0,070
mmol) s-a addugat Benzil-PEGag-ester-C18 (822 mg, 0,35 mmol) si MeOH (20 mL). Balonul s-a
evacuat si s-a reumplut cu H» de trei ori, si s-a ldsat la agitat at RT si 1 atm H» timp de 12 ore. Amestecul
s-a filtrat prin celitd, clatind cu DCM, si filtratul s-a concentrat i vid pentru a da produsul dorit (692 mg,
88%).
'"H-RMN (300 MHz, CDCl3) &: ppm 4,24 (t, 2H); 3,95-3,34 (br. m, 170-200H); 2,34 (t, 2H); 1,63 (m,
2H); 1,40-1,17 (br. m, 28H); 0,90 (t, 3H).
Le] L
R Bﬂ%ﬂoﬁw"vwﬁv\% i N A e e e
N“"JL‘“’O‘IIM
o

Q
Mg o ﬂf
s
>

Compus : Benzil-PEG200-ester-etil-alchini

O

EnO(\/\O,}fn\/OwD)j\/\ ,

S



10

15

20

25

30

35

40

45

MD/EP 3386484 T2 2022.11.30

236

La o solutie de benzil-PEG2000-OH (1,0 g, 0,48 mmol) si 4-pentinoic acid (70 mg, 0,71 mmol) in
DCM (10 mL) s-a addugat DCC (147 mg, 0,71 mmol) si DMAP (87 mg, 0,71 mmol), si reactia a fost
lasatd sd se agite la RT for 12 ore. Amestecul s-a filtrat, solidele s-au cldtit cu DCM, si s-au concentrat in
vid. Purificarea prin cromatografie rapida pe silice ISCO (0-1009%DCM/[DCM 20% MeOH 1% NH4OH])
a furnizat produsul dorit (436 mg, 42%).
'"H-RMN (300 MHz, CDCl3) &: ppm 7,36 (br. m, 5H); 4,59 (s, 2H); 4,29 (t, 2H); 3,95-3,35 (br. m, 170-
200H); 2,67-2,47 (br. m, 4H); 2,01 (m, 1H); 1,67 (br, 3H apa).
Compus : Benzil-PEG2o00-ester-click-glicerol C10
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La o solutie de benzil-PEGag-ester-etil-alchind (175 mg, 0,080 mmol) si bis(decanoat) de 3-
azidopropan-1,2-diil (51 mg, 0,119 mmol) in ter{-butanol (2 mL) si apa (2 mL) s-a addugat CuSOs (7 mg,
0,040 mmol) si ascorbat de sodiu (16 mg, 0,080 mmol) si reactia a fost 1dsata si se agite la RT timp de 12
ore. Amestecul s-a concentrat in vid. Purificarea prin cromatografic rapidd pe silice ISCO (0,100%
DCM/[IDCM  20% MeOH 1% NH4OH]) a furnizat produsul dorit (161 mg, 77%).
'H-RMN (300 MHz, CDCIs) &: ppm 8,08 (m, 1H); 7,53-7,30 (br. m, 5H); 5,39 (m, 1H); 4,59 (s, 2H);
4,54-3.98 (br. m, 4H); 3,94-3,36 (br. m, 170-200H); 3,06 (t, 2H); 2,78 (t, 2H); 2,34 (m, 4H); 2,01-1,75
(br, 2H api); 1,62 (m, 4H); 1,45-1,12 (br. m, 24H); 0,90 (1, 6H).

Benzil-PEG:zo00-ester-click-glicerol C10

o]

BnD(\/\Oaa\,D‘wo \/L/lk/\/\/\/\,/\\,/\
N
i W\/\/’\W

In aceeasi manierd ca Benzil-PEGao-ester-click-glicerol C10, s-a sintetizat Benzil-PEGaoo0-
ester-click-glicerol C10 din Benzil-PEG:qpo-ester-etil-alchind (175 mg, 0,080 mmol), ditetradecanoat de
3-azidopropan-1,2-diil (64 mg, 0,119 mmol), CuSO4 (7 mg, 0,040 mmol) si ascorbat de sodiu (16 mg,
0,080 mmol) in in terf-butanol (2 mL) si apa (2 mL). Randament (156 mg, 72%).

'"H-RMN (300 MHz, CDCl3) &: ppm 8,07 (s, 1H); 7,57-7,30 (br. m, 5H); 5,39 (m, 1H); 4,59 (s, 2H); 4,54-
4,00 (br. m, 4H); 3,97-3,38 (br. m, 170-200H); 3,08 (t, 2H); 2,78 (t, 2H); 2,33 (m, 4H); 1,97-1,44 (br. m,
4H + 8H apd); 1,44-1,16 (br. m, 40H); 0,90 (t, 6H).

HO-PEG:op-ater-click-glicerol-C10

(o]

HOL A g O, M
W(\/W\/

In aceeasi manieri ca HO-PEGzow-ester-C18, s-a sintetizat HO-PEG:20-ester-click-glicerol-
C10 din Benzil-PEGao-ester-click-glicerol C10 (161 mg, 0,061 mmol) si paladiu pe carbon (10 gr. %, 7
mg, 0,061 mmol) sub 1 atm H, in MeOH (2 mL). Randament (58 mg, 37%).
'"H-RMN (300 MHz, CDCl3) &: ppm 7.45 (s, 1H); 5,39 (m, 1H); 4,59 (m, 2H); 4,39-4,03 (br. m, 4H);
3,95-3,37 (br. m, 170-200H); 3,06 (t, 2H); 2,78 (1, 2H); 2,33 (m, 4H); 2,04 (br, 4H apd); 1,61 (m, 4H);
1,44-1,19 (br. m, 24H); 0,90 (t, 6H).
HO-PEG:on0-ester-click-glicerol-C14
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In aceeasi manieri ca HO-PEGzow-ester-C18, s-a sintetizat HO-PEG20-ester-click-glicerol-
C14 din Benzil-PEGaxo-ester-click-glicerol C14 (156 mg, 0,057 mmol) si paladiu pe carbon (10 gr, %, 6
mg, 0,057 mmol) sub 1 atm H, in MeOH (2 mL). Randament (42 mg, 28%).
'"H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 7,45 (s, 1H); 5,39 (m, 1H); 4,59 (m, 2H); 4,39-4,03 (br. m, 4H);
3,95-3,37 (br. m, 170-200H); 3,06 (t, 2H); 2,78 (t, 2H); 2,33 (m, 4H); 2,04 (br, 4H apd); 1,61 (m, 4H);
1,44-1,19 (br. m, 40H); 0,90 (t, 6H).
2]

] (+]
HQGV"\D 'h?‘/a \Ji“ol-l Hnﬁg/‘"ﬂ’ﬂ\mm“’v\‘ PSR HEMWOVVJLBWM
W W
o L&

O-PEG2e0-ester-click-glicerol-C14

] o]
HO(\'/\\D%;VO\/U\O/\(\O)J\/\/\‘/\/W
O
\ﬁ/\/\/\/\/\/\/

D‘

La o solutie de ditetradecanoat de 3-hidroxipropan-1,2-diil (78 mg, 0,15 mmol), DCC (31 mg,
0,15 mmol), si DMAP (19 mg, 0,15 mmol) in DCM (4 mL) s-a addugat HO-PEG2q00, COOH in DCM (2
mL) la o ratd de 50 mg/hr timp de 5 ore. Dupa ce aditia a fost completd, reactia a fost 14satd sd continue
cu agitare la RT timp de 12 ore. Reactia s-a filtrat, clatind solidele cu DCM, si filtratul s-a concentrat in
vid. Purificarea prin cromatografic rapida pe silice ISCO (0-100% [MeCN 0,1% TFA]/[apa 01% TFA]).
'H-RMN (300 MHz, CDCly) &: ppm 5,30 (m, 1H); 4,45-4,10 (br. m, 6H); 3,95-3,34 (br. m, 170-200H);
2,33 (1, 4H); 1,81 (br, 4H apa); 1,63 (m, 4H); 1,39-1,16 (br. m, 40H); 0,90 (t, 6H).

o o o
HOL gy e *"0(\,«"\0-}“\,0\/‘\&/“\% Hmwwﬁ \N;W
MW

o

Benzil-PEGa2o00-ester-etil-alchina

o

Hemgﬁvo%ﬁ/”\/\\

La o solutie de HO-PEGz0-NH> (250 mg, 0,125 mmol) si acid 4-pentinoic (12 mg, 0,125
mmol) in THF (4 mL) s-a addugat (benzotriazol-1-iloxi)tripirolidinofosfoniu hexafluorofosfat (228 mg,
0,438 mmol) si trietilamina (61 pL, 0,438 mmol) si reactia a fost 14satd sa se agite la RT timp de 12 ore.
Amestecul s-a concentrat i vid. Produsul brut s-a purificat prin cromatografie rapidi ISCO C18 (0-100%
[MeCN 0,1% TFA]/[apa 0,1% TFAY]). Produsul s-a preluat in DCM si s-a spdlat cu carbonat de sodiu 5%,
saramurd, s-au uscat pe sulfat de sodiu anhidru, s-a filtrat, si s-a concentrat in vid. Randament (91 mg,
35%).

'H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,98-3,30 (br. m, 170-200H); 2,55 (m, 2H); 2,44 (m, 2H); 2,06-1,73
(br. m, 3H + 5H apa).
HO-PEG:on0-ester-click-glicerol-C14
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La o solutie de benzil-PEGago-ester-etil-alchind (91 mg, 0,043 mmol) si ditetradecanoat de 3-
azidopropan-1,2-diil (28 mg, 0,052 mmol) in tert-butanol (1,5 mL) si apa (1,5 mL) s-a addugat CuSO, (4
mg, 0,022 mmol) si ascorbat de sodiu (9 mg, 0,043 mmol). Reactia a fost 1dsata sd se agite la RT peste
noapte. Amestecul s-a concentrat in vid. Produsul brut s-a purificat prin cromatografie rapida ISCO C18
(0-100%[MeCN 0,1% TFA]/[apd 0,1% TFA]). Produsul s-a preluat in DCM si s-a spdlat cu carbonat de
sodiu 5%, saramurd, s-au uscat pe sulfat de sodiu anhidru, s-a filtrat, si s-a concentrat in vid. Randament
(34 mg, 30%).

H-RMN (300 MHz, CDCI3) &: ppm 7,52 (s, 1H); 5,38 (m, 1H); 4,65-3,98 (br. m, 6H); 3,95-3,30 (br. m,
170-200H); 3,09 (t, 2H); 2,63 (t, 2H); 1,76 (m, 4H); 1,82-1,52 (br. m, 4H + 2H api); 1,41-1,16 (br. m,
40H); 0,90 (t, 6H).
ECHIVALENTE

Toate definitiile, asa cum sunt definite si utilizate aici, ar trebui sd fie infelese pentru a controla
definitiile dictionarului si/sau semnificatiile obisnuite ale termenilor definiti.
Articolele nedefinite "o" si "un", asa cum sunt utilizate aici in descriere si in revendicdri, daca nu
se indicd clar contrariul, ar trebm sd fie intelese ca insemnénd "cel putin unul".

Exprimarea "si/sau", asa cum este utilizatd aici in descriere si in revendicdri, ar trebui inteleasa
ca insemnind "oricare sau ambele" elemente astfel unite, adicd elemente care sunt prezente conjunctiv in
unele cazuri si prezente disjunctiv in alte cazuri. Elementele multiple enumerate cu "si/sau" ar trebui
interpretate in acelasi mod, adicd "unul sau mai multe" dintre elementele astfel combinate. Optional pot fi
prezente si alte elemente, altele decat elementele identificate specific prin clauza "si/sau", indiferent daci
sunt legate sau nu de acele elemente identificate specific. Astfel, ca exemplu nelimitativ, o referire la "A
si/sau B", atunci cand este utilizatd impreund cu un limbaj deschis, cum ar fi "cuprinzand" se poate referi,
intr-o variantd de realizare, numai la A (incluzand optional alte elemente decat B); intr-o altd varianta de
realizare, numai la B (incluzind optional alte elemente decat A); incd intr-o altd variantd de realizare, atat
la A cit si la B (incluzind optional alte elemente); etc. Asa cum se utilizeazd aici in descriere si in
revendicdri, "sau" trebuie infeles ca avand aceeasi semnificatie ca "si/sau" asa cum a fost definit mai sus.
De exemplu, atunci cand separd elementele dintr-o listd, "sau" sau "si/sau" va fi interpretat ca fiind
inclusiv, adicd includerea a cel putin unui numar sau a unei liste de elemente, dar care include si mai mult
de unul, si, optional, articole suplimentare nelistate. Numai termenii despre care este indicat clar
contrariul, cum ar fi "doar unul dintre" sau "exact unul dintre" sau, atunci cind sunt utilizati in
revendiciri, "constand din", se vor referi la includerea exact a unui element dintr-un numair sau dintr-o
listi de clemente. In general, termenul "sau" asa cum se utilizeazi aici trebuie interpretat numai ca
indicand alternative exclusive (adicd "una sau cealaltd, dar nu ambele") atunci cind este precedatd de
termeni de exclusivitate, cum ar fi "fie unul”, "unul dintre,” "numai unul dintre” sau "exact unul dintre".
"Constand in esentd din", atunci cand se utilizeazd in revendicdri, va avea sensul sdu obisnuit asa cum se
utilizeaza in domeniul dreptului brevetelor.

Asa cum se utilizeaza aici in descriere si in revendicari, exprimarea "cel putin unul", cu referire
la o listd de unul sau mai multe elemente, ar trebui sa fie inteleasd ca semnificand cel putin un element
selectat dintre unul sau mai multe dintre elementele din lista de elemente, dar nu include neaparat cel
putin unul dintre fiecare element enumerat specific in lista de elemente si nu exclude orice combinatie de
elemente din lista de elemente. Aceastd definitie permite de asemenea ca unele elemente si poatd fi
prezente optional, altele decét elementele identificate specific in lista de elemente la care se referd
exprimarea "cel pufin unul", indiferent daca sunt legate sau nu de acele elemente identificate specific.
Astfel, ca exemplu nelimitativ, "cel putin unul dintre A si B" (sau, echivalent, "cel putin unul dintre A sau
B," sau, echivalent "cel pufin unul dintre A si/sau B") se poate referi, intr-o varianti de realizare, la cel
putin unul, incluzand optional mai mult de unul, A, fard B prezent (si incluzand optional alte elemente
decat B); intr-o alti variant de realizare, la cel putin unul, incluzind optional mai mult de unul, B, fird A
prezent (si optional incluzind alte elemente decit A); intr-o alti variantd de realizare, la cel putin unul,
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incluzand optional mai mult de unul, A, si cel putin unul, incluzand optional mai mult de unul, B (si
incluzand optional alte elemente); etc. Fiecare posibilitate reprezintd o varianti de realizare separati a
prezentei inventii.

De asemenea, trebuie sd se infeleagi cd, cu exceptia cazului in care se indicd in mod clar
contrariul, in oricare dintre metodele revendicate aici care includ mai mult de o ctapa sau un act, ordinea
etapelor sau a actelor metodei nu este neapdrat limitati la ordinea in care pasii sau sunt recitate acte de
metoda.

In revendiciri, precum si in descricrea de mai sus, toate expresiile tranzitionale precum
"cuprinzand”, "incluzind", "purtind", "avand", "continind", "implicand", "detinind", "compus din" si
altele asemenea trebuie intelese ca fiind deschise, anume ca insemnand incluzind, dar fara a se limita la.
Numai frazele tranzitionale "constind din" si "constand in esentd din" trebuie sa fie fie fraze tranzitionale
inchise, respectiv, semi-inchise, asa cum este stabilit in Manualul procedurilor de examinare a brevetelor
Oficiului de brevete al Statelor Unite, Sectiunea 21 11.03.

(56) Referinte bibliografice citate in raportul de documentare:

DATABASE WPI Thomson Scientific, London, GB; AN 2015-453543 & CN 104 644 555 A

WO-A1-2010/144740

DATABASE WPI Thomson Scientific, London, GB; AN 2013-G67901 & CN 102 813 929 A

WO-A1-2013/086373

DATABASE WPI Thomson Scientific, London, GB; AN 2011-H56476 & CN 102 068 701 A

WO-A1-2013/086373

ABU LILA, A.S. et al.: "Application of Polyglycerol Coating to Plasmid DNA Lipoplex for the

Evasion of the Accelerated Blood Clearance Phenomenon in Nucleic Acid Delivery”, Journal of

Pharmaceutical Sciences, vol. 103, 2014, pages 557-566, XP055389908,

e  WO-A1-2014/144196

e ABU LILA, AS. et al.: "Use of polyglycerol (PG), instead of polyethylene glycol (PEG),
prevents induction of the accelerated blood clearance phenomenon against long-circulating
liposomes upon repeated administration”, International Journal of Pharmaceutics, vol. 456, 2013,
pages 235-242, XP028717490,

e  WO-A1-2015/058069

e TAGUCHI, K. et al.: "Hemoglobin Vesicles, Polyethylene Glycol (PEG)ylated Liposomes
Developed as a Red Blood Cell Substitute, Do Not Induce the Accelerated Blood Clearance
Phenomenon in Mice", Drug Metabolism and Disposition, vol. 37, 2009, pages 2197-2203,
XP055156424,

e WO-A1-2015/148247

e OJA. C. et al.: "Doxorubicin entrapped within liposome-associated antigens results in a
selective inhibition of the antibody response to the linked antigen”, Biochimica et Biophysica
Acta, vol. 1468, 2000, pages 31-40, XP004273300,

e  WO-A1-2015/164674

e  SHIMIZU, T. et al.: "Transport of PEGylated liposomes from the splenic marginal zone to the
follicle in the induction phase of the accelerated blood clearance phenomenon”, Immunobiology,
vol. 218, 2013, pages 725-732, XP(28529623,

e  WO-A1-2015/164786

e TAGUCHI, K. et al.: "Effect of Repeated Injections of Adenosine Diphosphate-Encapsulated

Liposomes Coated with a Fibrinogen y-Chain Dodecapeptide Developed as a Synthetic Platelet

Substitute on Accelerated Blood Clearance in a Healthy and an Anticancer Drug-Induced

Thrombocytopenia Rat Model", Journal of Pharmaceutical Sciences, vol. 104, 2015, pages 3084-

3091, XP055390038,

WO-A1-2015/199952

DATABASE WPI Thomson Scientific, London, GB; AN 2011-N81507 & CN 102 204 920 A

WO-A1-2016/118724

MARINA, N.M. et al.. "Dose Escalation and Phacnacokinedcs of Pegylated Liposomal

Doxorubicin (Doxil) in Children with Solid Tumors: A Pediatric Oncology Group Study”,

Clinical Cancer Research, vol. 8, 2002, pages 413-418, XP055547593,

WO-A1-2016/118725



MD/EP 3386484 T2 2022.11.30

240

WO-A1-2016/176330

KRAUSE, W. et al.: "Prevention of Hemodynamic Effects of lopromide-Carrying Liposomes in

Rats and Pigs", Investigative Radiology, vol. 35, no. 8, 2000, pages 493-503, XP009510783,

e  WO-A1-2017/201328

e HASHIMOTO, Y. et al.: "Relationship between the Concentration of Anti-polyethylene Glycol
(PEG) Immunoglobulin M (IgM) and the Intensity of the Accelerated Blood Clearance (ABC)
Phenomenon against PEGylated Liposomes in Mice", Biological and Pharmaceutical Bulletin,
vol. 38, no. 3, 2015, pages 417-424, XP003032457,
WO-A1-2017/201349
POPOV, J. et al.: "Multivalent rituximab lipid nanoparticles as improved lymphoma therapies:
indirect mechanisms of action and in vivo activity”, Nanomedicine, vol. 6, no. 9, 2011, pages
1575-1591,

e WO-A2-2005/034979

e CHAMBERLAIN, M.C. et al.: "Recurrent lymphomatous meningitis treated with intra-CSF
rituximab and liposomal ara-C", Journal of Neuro-Oncology, vol. 91, 2009, pages 271-277,
XP019685257,

e  WO-A2-2011/017108

e CORAZZELLI, G. et al.: "Biweekly rituximab, cyclophosphamide, vincristine, non-pegylated

liposome-encapsulated doxorubicin and prednisone (R-COMP-14) in elderly patients with poor-

risk diffuse large B- cell lymphoma and moderate to high 'life threat' impact cardiopathy”,

British Journal ofHaematology, vol. 154, 2011, pages 579-589, XP055390076,

WO-A2-2014/182661

WO-A2-2017/015463

WO-A2-2017/201340

US-A1- 2005 143 336

US-A1- 2014 206 753

(57) Revendiciri:

1. Nanoparticuld lipidicA (LNP) care incapsuleazi un ARNm care codifici o proteind
terapeuticd, in care LNP-ul cuprinde o lipidd cationicd, o lipidd helper, o lipida structurald si un
stabilizator, in care lipida cationicd este 0 lipida ionizabila,
in care stabilizatorul este o lipidd PEG si in care lipida PEG este un compus cu Formula (V-OH):

0
HO\é/\O)rJ\R5

(V-OH),

sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, in care:

r este un intreg cuprins intre 1 si 100, inclusiv; si R este alchil Cio.4o optional substituit, alchenil
Cio40 optional substituit, sau alchinil Cyo.40 optional substituit; si

in care LNP-ul nu declanseaz3 clearanceul accelerat al sangelui.

2. LNP conform revendicarii 1, in care lipida ionizabild are formula (XI):
N

N
R{ \/\M Ra

M

M']\.R!

Rs

(X1
sau o sare acceptabild farmaceutic a acesteia, in care:
1 este selectat dintre 1, 2, 3, 4,51 5;
M si M’ sunt selectati independent dintre -C(O)O-, -OC(O)-, -C(O)N(R")-, -P(O)}(OR)O-, - S-S-,
o grupare aril, si o grupare heteroaril;
M; este o legatura sau M';
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R si R sunt selectate independent din grupul care consta din H alchil, Cy.14, si alchenil Cy.-14;

R4 este alchil Ci.3 nesubstituit, sau - (CH2).Q, in care n este selectatd dintre 2, 3, sau 4 si Q este
OH, -NHC(S)N(R),, -NHC(O)N(R),, -N(R)C(O)R, -N(R)S(O):R, -N(R)Rs, -NHC(=NRo)N(R),,
- NHC(=CRg)N(R)2, -OC(O)N(R)2, -N(RYC(O)OR, heteroaril sau heterocicloalchil;

R’ este selectat independent din grupul care constd din alchil Cy s, alchenil Cs 35, -R'YR", - YR",
siH;

R" este selectat independent din grupul care consti din alchil Cs.14 si alchenil Cs.14;

R’ este selectat independent din grupul care constd din alchil Ci.1> si alchenil Ca.12; si

Y este independent un carbociclu Cs..

3. LNP conform revendicdrii 2, in care compusul cu Formula (XI) are structura compusului 18:
)

(\/\/\)LO/\/\/\/\/
N
S eSS
o~ 0 ’
sau o sarc acceptabild farmaceutic a acestuia.

4. LNP conform oricéreia din revendicdrile 1-3, in care compusul cu Formula (V-OH) este:
O
HO
‘é/\o%/\/\/\/\/\/\/\/\

(Cmpd452)
sau o sarc acceptabild farmaceutic a acestuia.

5. LNP conform oricareia din revendicarile 1-4, in care lipida PEG cuprinde o moleculd de PEG
cu o greutate moleculard medie de :

(1) 2.000 Da; sau

(i) mai putin de 2.000 Da, optional de aproximativ 1.500 Da, aproximativ 1.000 Da, sau
aproximativ 500 Da.

6. LNP conform oricareia din revendicdrile 1-2, in care compusul cu Fornula (V-OH) este HO-
PEGgg-ester-C18.
7. LNP conform oricéreia din revendicarile 1-6, in care compusul cu Formula (V-OH) este:

foormpdid g
sau o sarc acceptabild farmaceutic a acestuia.

8. LNP conform oricireia din revendicdrile 1-7, in care lipida helper este o lipidd necationici
helper si lipida structurald este colesterol, si in care LNP-ul are un raport molar de aproximativ 45-65%
lipida cationica, aproximativ 0,15-15% lipida PEG, aproximativ 15-45% colesterol si aproximativ 5-25%
lipid necationica helper.

9. LNP conform revendicarii 8, in care LNP-ul cuprinde mai putin de 0,5 % (gr/gr) de lipida
PEG.

10. LNP conform revendicarii 8, in care LNP-ul cuprinde mai putin de 0,25 % (gr/gr) de lipida
PEG.

11. LNP conform oricéreia din revendicarile 1-7, in care lipida helper este:

(1) o lipidd necationica helper cuprinzand cel putin un lant de acid gras de cel putin 8C si cel
putin un fragment de grupare de cap polara;

(ii) o lipida necationicd helper zwitterionici;

(iii) o lipida care nu este o fosfatidil colind (PC); sau
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(iv) 1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfocolind (DSPC).

12. LNP conform oricéreia din revendicarile 1-7 sau 11, in care lipida helper :
(1) inhibd competitiv fosfatidilcolina impotriva legirii la CD36; sau
(ii) nu se leagd sau are o activitate de legare scazuta la CD36.

13. LNP conform oricireia din revendicarile 1-7, in care lipida structurald este un sterol, de
exemplu colesterol.

14. LNP conform oricdreia din revendicarile precedente, in care ARNm-ul cuprinde (a) baze sau
zaharuri modificare chimic, si modificari de coloana vertebrald; si/sau (b) un situs de legare miR, in care
optional situsul de legare miR:

(1) este selectat dintre miR 126, miR 155 si miR 142 3p; sau

(i) cuprinde un situs de legare miR-122 si de asemenea cuprinde unul sau mai multe situsuri de
legare miR selectate din grupul care constd din miR-142, miR-146, miR-155, miR-126, miR-16, miR-21,
miR-223, miR-24, miR-27.

15. LNP conform oricidreia dintre revendicdrile precedente, in care LNP este caracterizat ca
avand o legare redusd la celulele B 1a si/sau o activitate redusd de activare a celulelor B la.

16. Nanoparticuld lipidicd (LNP) pentru utilizarea intr-o metodd de livrare a unui nivel
terapeutic al unei proteine de interes pentru un subiect,

in care LNP-ul este LNP-ul conform oricdreia dintre revendicarile precedente,

in care metoda cuprinde administrarea unei prime doze si a unei a doua doze de LNP la subiect;
si in care prima dozd de LNP nu induce un raspuns imun care promoveaza clearanceul accelerat al
sangelui (ABC) la administrarea unei a doua doze de LNP.

17. LNP pentru utilizarea conform revendicarii 16, in care rdspunsul imun este un raspuns IgM
anti-PEG sau IgG anti-PEG.

18. LNP pentru utilizarea conform oricareia dintre revendicdrile 16-17, in care prima doz de
LNP nu activeaza o cale de semnalizare dependentd de CD36 intr-o celuld imund la administrarea unei a
doua doze de LNP.

19. LNP pentru utilizarea conform oricdreia dintre revendicarile 16-18, in care intervalul dintre
prima doz4 si a doua doza este de aproximativ 21 de zile sau mai putin si/sau in care metoda cuprinde in
plus administrarea la subiect a unui agent suplimentar care inhiba rispunsurile imune.

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuala
str. Andrei Doga nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisinau, Republica Moldova
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