ES 2412029 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @Namero de publicacion: 2 412 029
Gint. cl.;

AB61K 31/7105  (2006.01)
A61K 47/18 (2006.01)
A61K 47/28 (2006.01)
A61K 47/44 (2006.01)
A61K 47/48 (2006.01)
A61K 48/00 (2006.01)
A61K 9/127 (2006.01)
C12N 15/88 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea:  17.10.2006 E 06811872 (8)
Fecha y nimero de publicacién de la concesién europea: 03.04.2013  EP 1946761

Tl'tulo: Composicién portadora para el transporte de acido nucleico

Prioridad: @ Titular/es:

18.10.2005 JP 2005303497 OTSUKA PHARMACEUTICAL CO., LTD. (100.0%)
9, Kandatsukasamachi 2-chome, Chiyoda-ku

Fecha de publicacion y mencion en BOPI de la Tokyo 101-8535, JP

traduccion de la patente: @ Inventor/es:
09.07.2013 TOYOBUKU, HIDEKAZU;
MIYAO, HIDEO;

SATO, MASAKO y
SEKIGUCHI, KAZUO

Agente/Representante:
CURELL AGUILA, Mireia

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacion en el Boletin europeo de patentes, de
la mencién de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2412029 T3

DESCRIPCION
Composicion portadora para el transporte de acido nucleico.
Campo técnico

La presente invencion se refiere a una composicion portadora de baja toxicidad y alta seguridad para administracion
de un acido nucleico, la composicion portadora, cuando se utiliza para administrar un acido nucleico tal como un
ARNSsi en una célula u organismo de origen animal, que puede suministrar de manera eficaz el &cido nucleico en las
células en tanto que se protege el acido nucleico de ser degradado; y a una composicion para administracion de
acido nucleico.

Antecedentes de la técnica

Con los recientes avances de la biotecnologia, se ha encontrado varios acidos nucleicos que presentan funciones
bioactivas en las células. Por ejemplo, los ARNsi (ARN de pequefia interferencia) son conocidos por causar la
degradacion de los ARNm de los genes diana en las células y por inhibir con ello la expresién de los genes diana
(ARN de interferencia). La inhibicién de la expresién del gen diana por el ARN de interferencia sirve para aliviar o
tratar los sintomas de enfermedades causadas por la expresién anormal de genes o grupos de genes especificos, y
por lo tanto se espera el desarrollo de los ARNsi como agentes terapéuticos. Sin embargo, a fin de utilizar los acidos
nucleicos tales como los ARNsi como agentes terapéuticos, es importante que dichos acidos nucleicos presenten
sus funciones en las células diana. Con esta finalidad, es indispensable que crear una tecnologia para suministrar de
manera eficaz los acidos nucleicos en las células diana.

Tecnologias conocidas para suministrar moléculas de acidos nucleicos exdgenos 0 genes en células incluyen
tratamientos de enfermedades intratables en seres humanos utilizando varios virus, incluyendo retrovirus,
adenovirus, herpesvirus, etc. Sin embargo, dichos tratamientos implican dificultades debido a problemas de
infecciosidad, inmunorreactividad, productividad y similares. Por lo tanto, se estan desarrollando portadores no
viricos que estan exentos de problemas causados por los virus y que pueden suministrar moléculas de &cido
nucleico en las células.

Por ejemplo, el documento de patente 1 ha descrito un lipido catidnico que tiene una estructura especifica como un
portador de administracién de acidos nucleicos no viricos que estimula la liberacién de acidos nucleicos tales como
los ARNSsi en células. Sin embargo, el lipido catidénico descrito en el documento de patente 1 tiene un defecto en que
presenta toxicidad cuando se administra a las células cultivadas u organismos. El documento de Patente 2 da a
conocer una composicién portadora que contiene un compuesto anfifilico y policationes como un vehiculo con
relativamente baja toxicidad que puede suministrar ARNSsi a las células. Sin embargo, la composicion descrita en el
documento de patente 2 también presenta un problema en su toxicidad a las células cuando se introduce una
cantidad suficiente de ARNsi a la misma.

Frente a estos antecedentes de la técnica anterior, se desea el desarrollo de una composiciéon portadora de baja
toxicidad para la administracién de un acido nucleico que puede suministrar de manera eficaz acidos nucleicos tales
como ARNSsi a las células.

[Documento de Patente 1]

Solicitud de patente japonesa no examinada n° de publicacién 2002-529439

[Documento de patente 2]

Solicitud de patente japonesa no examinada n° de publicacion 2005-508394

Descripcion de la invencion

Problemas gue debe resolver la invencién

Un objetivo de la presente invencion es resolver los problemas anteriores de la técnica anterior. Especificamente, un
objetivo de la presente invencidn es proporcionar una composicion portadora para administracion de acido nucleico
de baja toxicidad y alta seguridad, la composicién portadora, cuando se utiliza para administrar un acido nucleico tal
como un ARNSi en una célula u organismo de origen animal, que puede suministrar de manera eficaz los acidos
nucleicos en las células a la vez que las protege de ser degradadas; y una composicién para administracion de acido
nucleico que contiene la composicién portadora y un acido nucleico.

Medios para resolver los problemas

Los presentes inventores realizaron una amplia investigacion para resolver los problemas anteriores, y descubrieron
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que una composicion que contiene (A) un lipido catiénico con una estructura de esteroide (nucleo esteroide), en
combinacién con (B) un lipido catiénico del tipo sal de amonio cuaternario, sirve como vehiculo para administracién
de acido nucleico, ya que tiene baja toxicidad y puede suministrar de manera eficaz los acidos nucleicos,
protegiendo a la vez a los acidos nucleicos de ser degradados. La presente invencion se realiz6 por investigacion
adicional basandose en estos descubrimientos.

La presente invencién proporciona los puntos siguientes:

Punto 1. Composicion portadora para la administracién de un acido nucleico que comprende (A) un lipido catiénico
con una estructura de esteroide (nucleo de esteroide) y (B) un lipido catiénico de tipo sal de amonio cuaternario.

Punto 2. Composicién portadora segun el punto 1, que comprende ademas (C) un material de base oleosa.

Punto 3. Composicion portadora segun el punto 1, en la que el componente (A) es 3B-[N-(N',N'-dimetilaminoetano)
carbamoil]colesterol y/o yoduro de 3B-[N',N',N'-trimetilaminoetano]colesterol.

Punto 4. Composicion portadora segin el punto 1, en la que el componente (B) es por lo menos un miembro
seleccionado de entre el grupo constituido por sal bromuro de dimetildioctadecilamonio, dioleiltrimetilamonio propano
e hidrocloruro de N-[1-(2,3-bis (oleoiloxi)propil)-N,N,N-trimetilamonio.

Punto 5. Composicion portadora segun el punto 1, en la que el componente (B) esta contenido en una proporcion de
10 a 200 partes en peso por 100 partes en peso del componente (A).

Punto 6. Composicién portadora segun el punto 1, siendo la composicién portadora es una composiciéon portadora
para la administracion de un ARNSsi.

Punto 7. Composicién para administracion de acido nucleico que comprende una composicién portadora segun
cualquiera de los puntos 1 a 5 y un acido nucleico.

Punto 8. Composicion para administracion de acido nucleico segun el punto 7, en el que el acido nucleico es un
ARNSiI.

Punto 9. Método de introduccién de acido nucleico in vitro que comprende poner en contacto una composicion para
administracion de acido nucleico segun el punto 7 con una célula para introducir el acido nucleico en la célula.

Punto 10. Utilizacién de (A) un lipido catiénico con una estructura de esteroide, en combinacion con (B) tipo lipido
catidnico de tipo sal de amonio cuaternario para la producciéon de una composicién portadora para la administracién
de un &cido nucleico.

Breve descripcién de los dibujos

La figura 1 muestra los resultados del examen microscépico de las imagenes de fluorescencia procedentes del
acido nucleico de las células después del tratamiento utilizando cada una de las muestras de ensayo;

la figura 2 muestra graficos que ilustran los resultados de la medicién de las actividades de luciferasa de las
células después del tratamiento con cada una de las muestras de ensayo;

la figura 3 muestra los resultados de la medicién de las actividades de neprilisina (NEP), en los pulmones de
ratas;

la figura 4 muestra los resultados de la medicidn del nimero de células vivas después del tratamiento utilizando
cada una de las muestras de ensayo; y

la figura 5 muestra los resultados de la tincién de lonchas de tejidos pulmonares de ratas con hematoxilina y
eosina, en los que se tifien los nicleos, ribosomas, etc. de azul a azul celeste con hematoxilina, y el citoplasma,
fibras, y los glébulos rojos se tifien de rojo con eosina.

Efectos de la invencién

La composicion portadora para la administracion de un acido nucleico y la composicion para administracion de
acidos nucleicos de la presente invencion consiguen los siguientes efectos destacables.

(1) Los acidos nucleicos pueden suministrarse de manera eficaz a las células para que éstos puedan poner de
manifiesto sus funciones en las células.

(2) La degradacion de los acidos nucleicos puede suprimirse en los organismos y medios de cultivo.
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(3) El vehiculo y la composicidn tienen baja toxicidad y alta seguridad.
La composicién portadora para la administracion de un acido nucleico y la composicién para administracién de
acidos nucleicos sirven por lo tanto para tratar varias enfermedades mediante la introduccion de acidos nucleicos, y
en particular para el tratamiento de enfermedades intratables que son dificiles de tratar con compuestos de bajo
peso molecular.

La composicién para administracion de acido nucleico de la presente invencién también tiene ventajas porue se
puede liofilizar y por lo tanto se puede almacenar en estado liofilizado.

Mejor modo de poner en practica la invencién
La presente invencién se describe a continuaciéon con detalle.

Composicién portadora para la administraciéon de acido nucleico

La composicion portadora para la administracion de un acido nucleico de la presente invencion comprende (A) un
lipido catiénico con una estructura de esteroide (nlcleo de esteroide) y (B) un lipido catiénico del tipo sal de amonio
cuaternario.

La composicién portadora de la presente invencién se utiliza como un vehiculo para suministrar (introducir) acidos
nucleicos en las células.

Los acidos nucleicos que se pueden utilizar con la composicion portadora de la presente invencién no estan
restringidos en tipo y estructura, siempre que se necesiten suministrar a las células. Ejemplos de dichos acidos
nucleicos incluyen los ARNsi, ARNm, ARNt, ARNr, ADNc, ARNmi (microARN), ribozimas, oligos complementarios,
oligonucledtidos sefiuelo, ADN plasmidicos, acidos péptidonucleicos, oligonucleétidos formadores de triple cadena
(por sus siglas en inglés, TFO), genes, etc. En particular, la composicion portadora de la presente invencion sirve
para la administracion de ARNsi a las células. Los acidos nucleicos que deben ser suministrados por la composicion
portadora de la presente invencion pueden proceder de seres humanos, animales, plantas, bacterias, virus, etc., o
los sintetizados quimicamente. Ademas, dichos &cidos nucleicos pueden ser monocatenarios, bicatenarios o
tricatenarios, y no estan restringidos por el peso molecular. Ademas, en la presente invencion, también pueden
utilizarse los acidos nucleicos modificados con productos quimicos, enzimas o péptidos. En la presente invencion,
dichos éacidos nucleicos pueden utilizarse individualmente o en combinacion.

El lipido cati6nico con una estructura esteroidea (denominado en lo sucesivo a veces "componente (A)") que se
utiliza en la composicién portadora de la presente invencion es un lipido que es catidnico y tiene una estructura de
esteroide (anillo perhidrociclopentafenantreno; Ci7Has). El lipido catiénico con una estructura de esteroide para su
utilizacién en la presente invencién no esta restringido siempre y cuando sea farmacéuticamente aceptable.
Ejemplos especificos de dichos lipidos incluyen 3B-[N-(N', N'-dimetilaminoetano)carbamoil]colesterol (DC-Col),
yoduro de 3B-[N, N, N'-trimetilaminoetano]colesterol (TC-Col) , bis(guanidinio)-tren-colesterol (BGTC), N-
colesteriloxicarbonil-3,7-diazanonano-1,9-diamina, B-alanina-dietanolamina-colesterol, N4-espermina colesteril
carbamato (GL-67), N[N“-S-aminopropiIespermidina]colesteril carbamato (GL-78), N* colesteril espermina
carboxiamida (GL-90), N',N® bis-(arginico carboxamida)-N*-espermidina colesteril carbamato (GL-95), N-[N*,N* N2-
tris(3-aminopropil)espermidina]colesteril carbamato (GL-96), y derivados similares del colesterol (lipidos catidénicos
con una estructura de colesterol); escualamina, 3a,7a,12a-tris(3-aminopropoxi)-53-colan-24-(N,N-bis(3-
aminopropil)amina), 30a,7a,12a-tris(3-aminopropoxi)-5B-colan-24-(N-(N-(3-aminopropil))-3-aminopropil)amina,
3a,7a,12a-tris (3-azidopropoxi)-5B-colan-24-(N, N-bis(2-cianoetil)amina)), 3a,7a,12a-tris(3-azidopropoxi)-58-colan-
24-(N-(benciloxicarbonil)-N-(3-hidroxipropil)amina) y lipidos catidénicos similares relacionados con los esteroides;
conjugados genéricos de espermina y lipidos catidnicos similares relacionados con el acido célico; lipidos cationicos
relacionados con esterol glucosido de; lipidos catidnicos relacionados con esteroide saponina; etc. Dichos lipidos
catidnicos simples con una estructura de esteroide se pueden utilizar solos o en combinacién.

Los ejemplos preferibles de los lipidos catidnicos con una estructura esteroide incluyen derivados del colesterol
(lipidos catiénicos con una estructura de colesterol), y los ejemplos mas preferibles de los mismos incluyen 3B-[N-
(N',N'-dimetilaminoetano)carbamoil]colesterol y yoduro de 3B-[N', N', N'-trimetilaminoetano]colesterol (TC-Col).

El lipido catiénico de tipo sal de amonio cuaternario para su utilizacién en la presente invencién (en lo sucesivo
denominado a veces "componente (B)") no esta restringido siempre y cuando sea farmacéuticamente aceptable.
Ejemplos especificos del mismo incluyen bromuro de dimetildioctadecilamonio (BDDA), 1,2-dimiristoil-3-
trimetilamonio propano, 1,2-dioleoil-3-trimetilamonio propano (DDAB), metilsulfato de 1,2-dioleoil-3-trimetilamonio
propano, 1,2-dipalmitoil-3-trimetilamonio propano, 1,2-diestearoil-3-trimetilamonio propano, hidrocloruro de N-(1-(2,3-
bis(oleoiloxi) propil)-N,N,N-trimetilamonio (DOTMA), bromuro de dimiristoiloxipropil dimetilhidroxietilamonio (DMRIE),
bromuro de dioleiloxipropil dimetilhidroxietilamonio (DORIE), bromuro de dimetildidodecilamonio, hidrocloruro de N-
(a-trimetilamonioacetil)didodecil-D-glutamina, hidrocloruro de N-(a-trimetilamonioacetil)-O,0'-bis-(1H,1H,2H,2H-
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perfluorodecil)-L-glutamina, hidrocloruro de O,0O'-didodecanoil-N-(a-trimetilamonioacetil)dietanolamina, bromuro de
metilalildidodecilamonio, hidrocloruro de N-{p-(w-trimetilamoniobutiloxi)benzoil}-didodecil-L-glutamina, bromuro de 9-
(w-trimetilamoniobutil)-3,6-bis(dodecanoil)carbazol, hidrocloruro de dimetildioctadecilamonio, bromuro de N-w-
trimetilamoniodecanoil-dihexadecil-D-glutamina, bromuro de N-{p-(w-trimetilamoniohexiloxi)-benzoil}-ditetradecil-L-
glutamina, sal bromuro de p-(w-trimetilamoniodeciloxi)-p'-octiloxiazobenceno (MC-1-0810), sal bromuro de p-{w-(B-
hidroxietil)-dimetil amonio-deciloxi}-p'-octiloxiazobenceno (MC-3-0810), bromuro de O,0',O"-tridodecanoil-N-(w-
trimetil-amoniodecanoil)tris(hidroximetil)Jaminometano (TC-1-12), 1,2-dilauril-glicero-3-etilfosfocolina, 1,2-dimiristoil-
glicero-3-etilfosfocolina, 1,2-dipalmitoil-glicero-3-etilfosfocolina, 1,2-diestearoil-glicero-3-etilfosfocolina, 1,2-
dioleilglicero-3-etilfosfocolina, 1-palmitoil-2-oreoil-glicero-3-etilfosfocolina, etc.

Dichos lipidos cati6nicos de tipo sal de amonio cuaternario se pueden utilizar solos o en combinacion.

Entre dichos lipidos catiénicos de amonio cuaternario de tipo sal, son preferibles bromuro de
dimetildioctadecilamonio (DDAB), propano dioleiltrimetilamonio (DOTAP), N-(1-(2,3-bis(oleoiloxi)propil)-N,N,N-
hidrocloruro de de trimetilamonio (DOTMA), O,0O'-didodecanoil-N-(a-trimetilamonioacetil) dietanolamina hidrocloruro
de (DC-6-12, n = 12; 6 y DC-6-14, n = 14), p-{w- (B-hidroxietil) dimetilamonio-deciloxi}-p'-octiloxiazobenzene bromuro
de sal (MC-3-0810), y O, O ', O"-tridodecanoil-N-(w-trimetil-amoniodecanoil)tris(hidroximetil)Jaminometano bromuro
de (TC-1-12), y particularmente preferible son bromuro de dimetildioctadecilamonio (DDAB), propano
dioleiltrimetilamonio (DOTAP) e hidrocloruro de N-(1-(2,3-bis(oleoiloxi)propil)-N,N,N-trimetilamonio (DOTMA).

En la composicién portadora de la presente invencion, la proporcion del componente (A) al componente (B) no esta
limitada, y desde el punto de vista de la mejora de la eficiencia de administracion de acidos nucleicos en las células,
la proporcion del componente (B) puede ser, por ejemplo, 10 a 200 partes en peso, preferentemente 30 a 150 partes
en peso, y mas preferentemente de 75 a 125 partes en peso, por 100 partes en peso del componente (A). La
proporcion total de los componentes (A) y (B) a la cantidad total de la composicién portadora de la presente
invencion puede ser, por ejemplo, 10 a 100% en peso, preferentemente 20 a 80% en peso, y mas preferentemente
de 40 a 70% en peso.

La composicion portadora de la presente invencion puede contener un material de base oleosa (en lo sucesivo
denominado a veces "componente (C)"), ademas de los componentes (A) y (B). Cuando se afiade un material de
base oleosa, sus propiedades hacen posible el control de la eficiencia de la introduccion de acido nucleico por la
composicion portadora para administracion de acido nucleico. Por ejemplo, cuando se afiade un material de base
oleosa para ajustar la gravedad especifica de la composicién portadora, el grado de contacto de la composicién
portadora con las células puede controlarse para mejorar de este modo la eficacia de introduccion in vitro.
Alternativamente, por ejemplo, cuando se aflade un material de base oleosa sensible a la temperatura, el nacleo de
la composicion portadora puede desintegrarse en condiciones de temperatura predeterminadas para inducir
fluctuaciones en la superficie de la célula, con lo que mejora la eficacia de la introduccion del acido nucleico.
Alternativamente ademas, por ejemplo, cuando se afiade un material de base oleosa que tiene una capacidad
disgregante por un estimulo externo, el nacleo de la composicion portadora puede disgregarse por un estimulo
externo para provocar fluctuaciones en la superficie de la célula, con lo que mejora la eficacia de introduccién del
acido nucleico.

Ejemplos de materiales de base oleosa que pueden afadirse a la composicion portadora de la presente invencion
incluyen perfluorocarbono, perfluoropentano, bromuro de perfluorooctilo, perfluorohexano, perfluorotributilamina,
aceite de soja, aceite de soja refinado, aceite de soja hidrogenado, aceite de soja insaponificado, escualeno, aceite
de ricino, aceite de clavo, trioleato de sorbitan, aceite de trementina, aceite de cartamo, acido graso del aceite de
cartamo, acido oleico, aceite de palma, aceite de colza, aceite de fusel, aceite de oliva, aceite de linaza, aceite de
sésamo, aceite de clorofila, aceite de crotdn, aceite de bergamota, aceite de cedro, aceite de naranja, aceite de
hinojo, aceite de eucalipto, aceite de maiz, aceite de lavanda, aceite de mejorana, aceite de limoén, aceite de semillas
de algodon, aceite de coco, aceite de yema de huevo, aceite de rosa, aceite de pino, aceite de almendra, aceite de
cacahuete, aceite de camelia, aceite blanco de alcanfor, aceite de manzanilla, aceite de canela, aceite de menta,
aceite de maiz esterificado, aceite de jengibre, aceite de manzanilla romana, aceite de serpiente, aceite de menta
verde, aceite de semillas de girasol, manteca de cacao, aceite de germen de trigo, aceite de 6xido de zinc, aceites
hidrogenados, aceites vegetales hidrogenados, parafina liquida ligera, parafina liquida, triglicéridos de acidos grasos
de cadena media, aceite de vison, aceite de naranja amarga, aceite de ricino con polioxietileno, aceite de ricino
hidrogenado con polioxietileno 10, aceite de ricino hidrogenado con polioxietileno 100, aceite de ricino hidrogenado
con polioxietileno 20, aceite de ricino hidrogenado con polioxietileno 40, aceite de ricino hidrogenado con
polioxietileno 5, aceite de ricino hidrogenado con polioxietileno 50, aceite de ricino hidrogenado con polioxietileno 60,
aceite de ricino con polioxil 35, aceites de proceso, etc. Entre dichos materiales de base oleosa, el perfluoropentano
es sensible a la temperatura, y se caracteriza por hervir y gasificarse a 29,5C. Ademas, perfluorohex ano, bromuro
de perfluorooctilo y perfluorotributilamina tienen capacidad disgregante por estimulo externo, y se caracterizan por
producir cavitacion en el nacleo de la composicion portadora y disgregarlo cuando se recibe un estimulo externo tal
como irradiacion ultrasoénica.

Cuando un material de base oleosa esta contenido, la proporcion del mismo no esta limitada siempre y cuando los
efectos de la presente invencién no se vean afectados, y puede ser, por ejemplo, 0,1 a 50 partes en peso,
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preferentemente de 1 a 30 partes en peso, y mas preferentemente 5 a 20 partes en peso, por 100 partes en peso
total de los componentes (A) y (B).

El vehiculo para administracion de acidos nucleicos de la presente invencién puede contener ademas un lipido de
membrana fuségena (lipido cooperador), si es necesario. Cuando contiene dicho lipido de membrana fusible, la
composicion portadora de la presente invencion tiene una eficacia mucho mejor de la administracién de éacido
nucleico en las células. Ejemplos de dichos lipidos de membrana fusible incluyen dioleoilfosfatidiletanolamina,
dioleoilfosfatidilcolina, transfosfatidilfosfatidiletanolamina, 1,2-bis-(10,12-tricosadinoil)fosfoetanolamina, 1,2-dielaidoil-
fosfoetanolamina, 1,2-dihexadecilfosfoetanolamina, 1,2-dihexanoilfosfoetanolamina, 1,2-dilauroilfosfoetanol-amina,
1,2-dilinoleilfosfoetanol-amina, 1,2-dimiristoilfosfoetanolamina, 1,2-dioleilfosfoetanolamina, 1,2-dipalmitoil-
fosfoetanol-amina, 1,2-dipalmitoil-fosfoetanolamina, 1,2-difitanoilfosfoetanolamina, 1,2-diestearoilfosfoetanolamina,
1-palmitoil-2-oleilfosfoetanolamina, 1-palmitoil-2-(10,12-tricosadinoil)fosfoetanolamina, 1,2-dioleilfosfoetanolamina-N-
caproilamina, 1,2-dipalmitoilfosfo-etanolamina-N-caproilamina, 1,2-dioleilfosfoetanolamina-N,N-dimetilo, 1,2-

dipalmitoil-fosfoetanol-amina-N,N-dimetilo, 1,2-dipalmitoilfosfoetanolamina-N-dodecanoilo, 1,2-
dioleilfosfoetanolamina-N-dodecanoilo, 1,2-dioleilfosfoetanolamina-N-dodecanilamina, 1,2-
dipalmitoilfosfoetanolamina-N-dodecanilamina, 1,2-dioleilfosfoetanol-amina-N-glutarilo, 1,2-

dipalmitoilfosfoetanolamina-N-glutarilo, 1,2-dioleilfosfoetanol-amina-N-lactosa, 1,2-dioleilfosfo-etanolamina-N-[4(p-
maleimidemetil)ciclohexano-carboxilato, dipalmitoilfosfoetanol-amina-N-[4(p-maleimidametil) ciclohexano-carboxilato,
1,2-dipalmitoilfosfoetanolamina-N-[4(p-maleimidafenil)butilamida, 1,2-dioleilfosfoetanolamina-N-[4(p-
maleimidafenil)butirato], 1,2-dioleilfosfoetanolamina-N-metilo, dipalmitoilfosfoetanol-amina-N-metilo, 1,2-dioleilfosfo-
etanolamina-N-[3-(2-piridilditio)propionato, 1,2-dipalmitoilfosfoetanolamina-N-[3-(2-piridilditio)propionato, 1,2-
dioleilfosfo-etanolamina-N-(succinilo), 1,2-dipalmitoilfosfoetanolamina-N-(succinilo), etc. Entre dichos lipidos, puede
utilizarse ventajosamente dioleoilfosfatidiletanolamina en el vehiculo para administracién de acido nucleico de la
presente invencion.

Cuando esta contenido dicho lipido de membrana fusible, la proporcién del mismo no esta limitado siempre y cuando
los efectos de la presente invencién no se vean afectados, y puede ser, por ejemplo, de 1 a 500 partes en peso,
preferentemente de 10 a 250 partes en peso, y mas preferentemente de 25 a 100 partes en peso, por 100 partes en
peso total de los componentes (A) y (B).

La composicion portadora de la presente invencion puede contener diversos aditivos tales como agentes isoténicos,
vehiculos, diluyentes, espesantes, estabilizantes, tampones, conservantes, etc., segln sea necesario. Las
cantidades de dichos aditivos que se afiaden se puede seleccionar adecuadamente segun la forma de utilizacion de
la composicion portadora.

La composicion portadora de la presente invencion puede producirse mezclando los componentes (A) y (B), y
opcionalmente otro(s) componente(s).

Composicién para administraciéon de &cidos nucleicos

La composicion para administracion de acidos nucleicos de la presente invencién comprende la composicion
portadora descrita anteriormente y un acido nucleico. En esta composicion, el acido nucleico forma un complejo con
elllos componente(s) de la composicion portadora mediante enlaces idnicos y/o hidr6fobos, de manera que la
composicion para administracion de acido nucleico ha mejorado la administraciéon de acido nucleico en las células.

La composicién para administracion de acido nucleico de la presente invencién se produce mezclando la
composicion portadora con un acido nucleico, o mezclando un &cido nucleico con los componentes de la
composicion portadora en cualquier orden.

En la composicion para administracion de acido nucleico de la presente invencion, la proporcién de acido nucleico a
la composicién portadora varia dependiendo de los tipos de acido nucleico y vehiculo para la administracion de
acido nucleico, del tipo de célula como diana para administracion de acidos nucleicos, etc., y la proporcion de acido
nucleico puede ser, por ejemplo, 0,1 a 300 partes en peso, preferentemente de 1 a 100 partes en peso, y mas
preferentemente de 2,5 a 50 partes en peso, por 100 partes en peso total de los componentes (A) y (B).

Ademas, la cantidad total de los componentes (A) y (B) en la composiciéon para administracion de acido nucleico
puede ser, por ejemplo, 10 a 90% en peso, preferentemente 30 a 80% en peso, y mas preferentemente 50 a 70% en
peso, del peso total de la composicion.

La composicién para administracién de acido nucleico de la presente invencion puede contener varios aditivos tales
como agentes isotonicos, vehiculos, diluyentes, espesantes, estabilizadores, tampones, conservantes, etc., segun la
forma de utilizacién. Las cantidades de dichos aditivos pueden seleccionarse adecuadamente segin la forma de
utilizacién de la composicion para administracion de acido nucleico.

En la presente invencion, los ejemplos de células a las que pueden administrarse acidos nucleicos incluyen células
cultivadas, células aisladas de organismos (incluyendo estirpes celulares creadas), etc.
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La forma de utilizacion in vitro de la composicién para administracion de acido nucleico de la presente invenciéon no
esta restringida, siempre y cuando la composicion se pueda poner en contacto con las células diana para la
introduccion del acido nucleico. Un acido nucleico se administra en células cultivadas o células aisladas de un
organismo, y la composicién para la administracion del acido nucleico puede afiadirse previamente, por ejemplo, a
un medio de cultivo celular. También puede suministrarse un acido nucleico a las células cultivadas o a las células
aisladas de un organismo en presencia de suero sanguineo. También se da a conocer que un acido nucleico puede
administrarse en las células in vivo, y ejemplos de las formas de utilizacion de la composicion incluyen la inyeccién
directa en el tejido; la inyeccion bajo la piel o en una vena, musculo, la cavidad abdominal, ojo, 6rgano digestivo,
dientes, etc.; la administraciéon por inhalacién en la cavidad nasal, la cavidad oral, los pulmones, etc.; administracién
oral; la administracién transdérmica y la administracion a través de la mucosa a través de la mucosa oral, mucosa
vaginal, mucosa ocular, mucosa rectal o mucosa uterina; y similares.

Mejor modo de poner en practica la invencién

La presente invencién se describe con detalle a continuacion haciendo referencia a los Ejemplos y demas, que no
estan destinados a limitar el alcance de la invencion.

Ejemplo 1

Se prepar6 una composicion portadora para la administracién de un acido nucleico que tiene la férmula siguiente.

Bromuro de dimetildioctadecilamonio 0,9 ug
3B-[N-(N',N'-dimetilaminoetano)carbamoil]colesterol 0,9 ug
Dioleilfosfatidiletanolamina 0,9 ug
Glicerol 40,5 ug
Agua purificada 2 ul
Medio OPTI-MEM (producido por Invitrogen Corporation)  Cantidad apropiada
Cantidad total 50 pl

Ejemplo 2

Se prepar6 en primer lugar una solucién que contiene un acido nucleico que tiene la siguiente composicion.

ARNSi 2 pmol
Medio OPTI-MEM (producido por Invitrogen Corporation)  Cantidad apropiada
Cantidad total 50 pl

A continuacién, 50 pl de la composicion portadora del Ejemplo 1 se mezclaron con 50 pl de la solucion que contiene
acido nucleico, y la mezcla se incub6 durante 20 minutos a temperatura ambiente, a fin de preparar una composicién
para administracion de acido nucleico.

Ejemplo 3

Se prepar6 una composicion portadora para la administracién de un acido nucleico que tiene la férmula siguiente.

Bromuro de dimetildioctadecilamonio 0,5 mg
3B-[N-(N',N'-dimetilaminoetano)carbamoil]colesterol 0,5 mg
Dioleilfosfatidiletanolamina 0,5 mg
Sacarosa 88,9 mg
Agua purificada Cantidad apropiada
Cantidad total 1,0 ml

Ejemplo 4

Se prepar6 una composicion portadora para la administracion de un acido nucleico que tiene la férmula siguiente.

Bromuro de dimetildioctadecilamonio 0,5 mg
3B-[N-(N',N'-dimetilaminoetano)carbamoil]colesterol 0,5 mg
Dioleilfosfatidiletanolamina 0,5 mg
Agua purificada Cantidad apropiada
Cantidad total 1,0 ml

Ejemplo de ensayo 1

Para evaluar la capacidad de la composicion para administracién de acidos nucleicos del Ejemplo 2 para administrar
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ARNSsi dentro de las células, se realizaron los siguientes ensayos utilizando células A549 (cepa celular procedente
de cancer de pulmén humano; Dainippon Pharmaceutical Co. Ltd.) como células modelo. En este ensayo, se utilizé
GL3-ARNsi marcado con fluorescencia (luciferasa de luciérnaga dirigida al ARNsi; Dharmacon Corporation, Boulder,
CO, USA; transcrito: 5'-CUUACGCUGAGUACUUCGAdTdT; complementario: 5'-
UCGAAGUACUCAGCGUAAGATAT).

En primer lugar, las células A549, cuya concentracion se habia ajustado a 1,2 x 10° células/ml con medio DMEM
(Dulbecco-Medio Esencial Minimo), se sembraron en una placa de 24 pocillos a 6,0 x 10* células por pocillo. A
continuacién, se afiadieron a cada pocillo 500 ul de una de cada una de las muestras de ensayo mostradas en la
Tabla 1, y se incubaron a 37C en CO; al 5% durante 24 horas. Las imagenes de fluorescencia procedentes del
acido nucleico en las células se observaron con un microscopio de fluorescencia (microscopio de fluorescencia
Olympus IX 71; Olympus, Toquio, Japon), asi como para evaluar la capacidad de cada muestra de ensayo para
administrar ARNsi dentro de las células.

Tabla 1
Muestra de ensayo Férmula
n° Indicacién en la figura 1
1 Composicion portadora + ARNsi Composicion del ejemplo 2 para administraciéon de acidos nucleicos
2 LFA2000 + ARNSsi Medio OPTI-MEM que contiene
LFA2000 (Lipofectamina 2000; producida por Invitrogen Corporation)
(1,0 mg/ml) y ARNSsi (20 pmol/ml)
3 NeoPhectin + ARNSsi Medio OPTI-MEM que contiene NeoPhectin (producido por NeoPharm)
(1,0 mg/ml) y ARNSsi (20 pmol/ml)
4 ARNSi Medio OPTI-MEM que contiene ARNsi (20 pmol/ml)

Los resultados se muestran en la figura 1. Cuando solo se afiadia el ARNsi, no se observaba fluorescencia en las
células. Por el contrario, cuando la composicion para administracion de acidos nucleicos del Ejemplo 2 o un vehiculo
para administracion de células conocido (es decir, LFA 2000 o NeoPhectin) se afiadia junto con el ARNSsi, se
observaba fluorescencia en las células. En particular, cuando se utilizaba la composicién para administracion de
acidos nucleicos del Ejemplo 2, se observaba una fuerte fluorescencia en las células. Estos resultados confirmaron
que la composicién para administracion de acidos nucleicos de la invencion presenta una capacidad de
administracion de acidos nucleicos excelente.

Ejemplo de ensayo 2

Con el fin de evaluar la supresion de un gen diana en las proteinas, un plasmido que codifica el gen de la luciferasa
se introdujo temporalmente en las células, y posteriormente se afiadid a las células la composicion para
administracion de acidos nucleicos del Ejemplo 2, para evaluar la cantidad de expresion de la luciferasa. En la
prueba, se utiliz6 GL3-ARNSsi (luciferasa de luciérnaga dirigida a ARNsi; Dharmacon Corporation, Boulder, CO, USA;
transcrito: 5-CUUACGCUGAGUACUUCGATT; complementario: 5'-UCGAAGUACUCAGCGUAAGATT).

Mas especificamente, se afiadieron 10 pug de pGL3 Luciferasa o Renilla Luciferase (Promega, Madison, WI, USA) a
5 x 10° células A549 (cepa celular procedente de cancer de pulmén humano producida por Dainippon
Pharmaceutical Co. Ltd.), y las células se sometieron a electroporacion utilizando un nucleofector (Amaxa Inc.,
Gaithersburg, MD, USA). Las células en las que se ha introducido pGL3 Luciferasa y Renilla Luciferasa se ajustaron
a 1,2 x 10°/ml con medio DMEM (Dulbecco-Medio Esencial Minimo), que esta exento de suero o que contiene 10%
en volumen de suero bovino fetal, y posteriormente se sembraron en una placa de 24 pocillos a razén de 6,0 x 10*
células por pocillo. A continuacién, 500 pl de una de cada una de las muestras de ensayo mostradas en la Tabla 2
se afiadié a cada pocillo, y se incubaron a 37C en CO; al 5% durante 24 horas. Las células en los pocillos se
lisaron por un procedimiento convencional para preparar lisados celulares, y en los lisados celulares se evaluo la
actividad de luciferasa utilizando un sistema analitico Dual-Luciferase Reporter (Promega, Madison, WI, USA). Las
actividades de luciferasa se evaluaron calculando la relacién de la luciferasa de luciérnaga a las actividades de
luciferasa de Renilla (actividad relativa:%).

Tabla 2
Muestra de ensayo Formula
n° | Indicacion en la figura 2
1 Composicion portadora + ARNsi | Composicién del ejemplo 2 para administracion de acidos nucleicos
2 LFA2000 + ARNSi Medio OPTI-MEM que contiene LFA2000 (Lipofectamina 2000; producida
por Invitrogen Corporation) (1,0 mg/ml) y ARNsi (20 pmol/ml)
3 NeoPhectin + ARNSiI Medio OPTI-MEM que contiene NeoPhectin (producido por NeoPharm)
(1,0 mg/ml) y ARNSsi (20 pmol/ml)
4 | ARNsi Medio OPTI-MEM que contiene ARNsi (20 pmol/ml)
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Muestra de ensayo Férmula
n° | Indicacién en la figura 2
5 LFA2000 Medio OPTI-MEM que contiene
LFA2000 (Lipofectamina 2000; producida por Invitrogen Corporation)
(1,0 mg/ml)
6 NeoPhectin Medio OPTI-MEM que contiene NeoPhectin (producido por NeoPharm)
(1,0 mg/ml)
7 Composicion portadora Medio OPTI-MEM que contiene la composicion portadora del ejemplo 1
(50% en volumen)
8 Referencia Medio OPTI-MEM

Los resultados se muestran en la figura 2. Los resultados confirmaron que el uso de la composicion para la
administracion de acidos nucleicos del Ejemplo 2 permite la administracién del ARNsi muy eficaz en células y la
expresion de la funcién de ARNSsi en las células, independientemente de la presencia o ausencia de suero en el
medio.

Ejemplo de ensayo 3

En este ensayo, se evalué la capacidad de la composicién portadora del Ejemplo 3 para administrar ARNsi en
células de tejido pulmonar y la funcionalidad de ARNSsi en las células, utilizando (neprilisina de rata dirigida a ARNSsi
(NM_012608); RNA-TEC NV Corporation, Bélgica; Transcrito: 5-GCUCCAAAGCCGAAGAAGAdTd;
complementario: 5-UCUUCUUCGGCUUUGGAGCATAT).

La composicién para administracion de acido nucleico se preparé mezclando la composicion portadora del Ejemplo 3
con ARNsi en una proporcion de 1:1 en peso. A continuacion, 0,4 ml de una solucién de ensayo, que se prepard
diluyendo la composicién para administracion de acido nucleico con un vehiculo apropiado (8,89% p/v de de
sacarosa), se administrd por via pulmonar a ratas SD macho que pesaban 250-320 g, mientras que se anestesiaban
con un agente anestésico por inhalacién, isoflurano (producido por Dainippon Pharmaceutical Co., Ltd.), utilizando
un dispositivo de inhalacion 1A-1B (PENNCENTURY, Filadelfia, PA, USA). La solucion de ensayo se prepard por
dilucién de la composicién para administracion de acido nucleico segun proceda de manera que la dosis de ARNSsiI
sea de 0,04 a 1,2 mg/kg (por rata). Veinticuatro horas después de la administracion pulmonar, cada rata se
anestesid con éter, y se fijé en la posicién supina. Se hizo una incisién abdominal en la linea media, y la rata murié
desangrado por la vena cava abdominal inferior. Los pulmones se extirparon posteriormente de la rata, y se lavaron
con solucién salina fisiologica enfriada con hielo. Utilizando los pulmones extirpados, se midi6 la cantidad de
expresion de ARNm de un gen diana modelo, NEP (endopeptidasa neutra), y la cantidad de expresion de ARNm de
un gen constitutivo, GAPDH (gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa). Por otra parte, se midi6 la actividad de
Neprilisina de rata (NEP) en los pulmones extirpados. Los métodos y los resultados de la medicion se describen con
detalle a continuacion. Como referencia, se realiz6 un ensayo de manera similar administrando sélo el vehiculo
(8,89% p/v de solucién de sacarosa) a ratas en las mismas condiciones. Para comparacion, se realizé también un
ensayo utilizando EGFP (proteina verde fluorescente) dirigida a ARNsi (Takara, Japén; transcrito: 5'-
GAACGGCAUCAAGGUGAACTT, complementario: 5-GUUCACCUUGAUGCCGUUCTT) en lugar de Neprilisina de
rata.

Método y resultados de la cuantificaci6n de NEP ARNm y GAPDH ARNm>

Se aislé ARN total a partir de una parte de los pulmones extirpados, y se purificéd, utilizando un RNeasy Mini Kit
(QIAGEN, Alemania). La conversién de los ARNm en ADNCc se realiz6 utilizando un Sistema de Sintesis SuperScript
Il First-Strand para RT-PCR (Invitrogen, California, USA). La cantidad del ARNm para el gen diana modelo NEP
(endopeptidasa neutra) se cuantificé por PCR en tiempo real, utilizando el ADNc preparado. De manera similar, se
cuantifico la cantidad del ARNm para el gen GAPDH (gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa) constitutivo. La
supresion de la expresién de ARNm Neprilisina se evalué calculando la relacion de NEP ARNm a GAPDH ARNm.

El resultado confirmdé que la expresion del Neprilisina ARNm en los pulmones fue suprimida significativamente por
Neprilisina-ARNSsi a una dosis de 0,08 mg/kg. Debido a que esta dosis es menor que las descritas anteriormente que
proporcionan efectos de ARNi in vivo, se demostré que la administracién eficaz de ARNsi en células de tejido
pulmonar se puede conseguir utilizando la composicion portadora del Ejemplo 3.

Procedimiento y resultados de la medicién de la actividad de neprilisina (NEP) de rata

Se homogeneizé una porcidon de los pulmones extirpados, y se midié la actividad de neprilisina de rata en el
homogenado. Se determiné la actividad de neprilisina (NEP) de rata midiendo cuanto sustrato NEP, DAGNPG (N-
dansil-D-Ala-Gly-p-nitro-Phe-Gly: SIGMA), se hidrolizé en un periodo dado, en presencia o ausencia de un inhibidor
especifico de NEP, fosforamidén (SIGMA), y evaluando la diferencia en las cantidades de hidrolizado en presencia o
ausencia del inhibidor. EI homogeneizado de pulmdén de rata se utilizdé en una cantidad de 50 pl; el sustrato
DAGPNG se utiliz6 en una concentracion de 1 mM, y el inhibidor, fosforamidén, cuando esta presente, se afiadié a
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una concentracion de 10 mM, de modo que las reacciones se llevaron a cabo en un volumen total de 100 pl. Las
reacciones se llevaron a cabo a 37<C durante 10 min utos, y se interrumpieron incubando a 90C durante 10 minutos.
La actividad de NEP se determind midiendo las cantidades de hidrolizado DAG (dansil-D-Ala-Gly) resultante. La
cantidad de hidrolizado producido se determind midiendo la fluorescencia del hidrolizado: la excitacion se realiz6 a
360 nm, y se midi6 la emision de fluorescencia a 535 nm.

Los resultados en el caso de la dosis de ARNsi de 0,4 mg/kg se muestran en la figura 3. Los resultados muestran
que la actividad de NEP en los pulmones se suprimié significativamente por NF-ARNSsi a una dosis de 0,4 mg/kg. En
consecuencia, los resultados mencionados anteriormente también confirmaron que la administracion eficaz de
ARNSsi en células de tejido pulmonar se puede conseguir utilizando la composicién portadora del Ejemplo 3.

Ejemplo de ensayo 4

Se evalug la citotoxicidad de la composicion portadora del Ejemplo 1 utilizando un sistema analitico de proliferacién
celular Premix WST-1 (Takara, Siga, Japén). Mas especificamente, células A549 (cepa celular procedente de cancer
de pulmén humano; producida por Dainippon Pharmaceutical Co. Ltd.), cuya concentracion se habia ajustado a 1 x
10° células/ml con medio DMEM (Dulbecco-Medio Esencial Minimo), se sembraron en una placa de 96 pocillos a
razoén de 10 células por pocillo. Una de cada una de las muestras de ensayo, es decir, la composicién portadora del
Ejemplo 1, LFA2000 (Lipofectamina 2000, producido por Invitrogen) y NeoPhectin (producido por NeoPharm
Corporation), se afiadieron posteriormente en cada pocillo a una concentracion de 2 a 20 yg/ml. A continuacion, 10
ul de una solucién de premezcla WST-1 se afadié a cada pocillo, y las células se incubaron a 37 durante 1 hora.
Se midi6é posteriormente la absorbancia de cada pocillo a 450 nm utilizando un lector de microplacas (Tecan,
Maennedorf, Suiza). Como referencia, se afiadié un medio a los pocillos en lugar de las muestras de ensayo, y se
realiz6 la medicion de manera similar. La absorbancia a 450 nm representa la absorbancia del colorante formazan
que forma una reductasa a partir de la WST-1. Debido a que existe una relacion lineal entre esta absorbancia y las
células vivas, se preparé una curva de calibracién entre el nUmero de células vivas sembradas y la absorbancia. El
numero de las células de cada muestra de ensayo se determiné basandose en la curva de calibracién.

Los resultados se muestran en la figura 4. Los resultados confirmaron que el nimero de células apenas disminuyé
con la adicion de la composicién portadora del Ejemplo 1, y por lo tanto la composicion portadora tiene una baja
toxicidad y es muy segura.

Ejemplo de ensayo 5

Para ratas SD macho (SLC, Tokio, Japdn) con un peso de 250 a 320 g se administraron por via pulmonar una
solucién de prueba preparada diluyendo 500 pg de la composicién portadora del Ejemplo 4 con agua purificada
hasta 0,4 ml utilizando un dispositivo 1A-IC producido por la Penncentury Corporation. Cada rata después de la
administracion se devolvié a la jaula, y se mantuvo en condiciones normales. Veinticuatro horas después de la
administracion pulmonar, 50 mg/kg (1 ml/kg) de pentobarbital (Nembutal, producido por Dainippon Pharmaceutical
Co. Ltd.) se administré por via intraperitoneal a la rata, y la rata bajo anestesia se fij6 posteriormente en posicién
supina. Se hizo una incision abdominal en la linea media, la rata se sacrificd por desangrado por la vena cava
inferior abdominal. Posteriormente se extirparon los pulmones de la rata, y se lavaron con solucién salina fisiologica
enfriada con hielo. Se prepararon lonchas de tejido pulmonar extirpado, y las lonchas se examinaron al microscopio
por tincién con hematoxilina y eosina, a fin de evaluar la toxicidad de la composicion portadora para el tejido
pulmonar. Para comparacion, las pruebas se realizaron en las mismas condiciones que anteriormente, utilizando
LFA2000 (Lipofectamina 2000, producido por Invitrogen) o NeoPhectin (producido por NeoPharm Corporation) en
lugar de la composicion portadora del Ejemplo 4. Debido a que las ratas se sacrificaron mediante la administracion
de 500 pg de LFA2000, el ensayo se realizé con la dosis de LFA2000 cambiado a 250 pg.

Los resultados se muestran en la figura 5. La inflamacién se produjo en las ratas a las que se les administrd
LFA2000 y NeoPhectin localmente a los pulmones, y se observaron edemas locales. Por el contrario, se confirmé
que dichos sintomas de inflamacién se redujeron en las ratas a las que se les habia administrado la composicién
portadora del Ejemplo 4. Los resultados confirmaron que la composicion portadora del Ejemplo 4 tiene una toxicidad
baja, incluso después de la administracion pulmonar local, y es muy segura.
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REIVINDICACIONES

1. Composicion portadora para la administracion de un acido nucleico que comprende (A) un lipido catidénico con
una estructura de esteroide y (B) un lipido catidnico de tipo sal de amonio cuaternario.

2. Composicion portadora segun la reivindicacion 1, que comprende ademas (C) un material de base oleosa.

3. Composicién portadora segun la reivindicacion 1, en la que el componente (A) es 3B-[N-(N',N'-
dimetilaminoetano)carbamoil]colesterol y/o yoduro de 3B-[N',N ',N'-trimetilaminoetano] colesterol.

4. Composicién portadora segun la reivindicacion 1, en la que el componente (B) es al menos un miembro
seleccionado de entre el grupo constituido por sal bromuro de dimetildioctadecilamonio, dioleiltrimetilamonio propano
e hidrocloruro de N-[1-(2,3-bis(oleoiloxi)propil)-N,N,N-trimetilamonio.

5. Composicion portadora segun la reivindicacién 1, en la que el componente (B) esta contenido en una proporcién
de 10 a 200 partes en peso por 100 partes en peso del componente (A).

6. Composicion portadora segun la reivindicacion 1, siendo la composicién portadora una composicion portadora
para la administracion de un ARNSsi.

7. Composicidon para administracion de acido nucleico, que comprende una composicion portadora segun
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 y un acido nucleico.

8. Composicion para administracién de acido nucleico segun la reivindicacion 7, en el que el acido nucleico es un
ARNSiI.

9. Procedimiento de introduccion de &cido nucleico in vitro que comprende la puesta en contacto de una
composicion para administracion de acido nucleico segun la reivindicacién 7 con una célula para introducir el acido
nucleico en la célula.

10. Utilizacién de (A) un lipido catiénico con una estructura de esteroide, en combinacion con (B) un lipido catidnico

del tipo sal de amonio cuaternario para la produccion de una composicién portadora para la administracion de un
acido nucleico.
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Fig. 3
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Fig. 4
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Fig. 5
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