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DESCRIPCION
Agente de transfeccion
Campo técnico

La presente invencion se refiere al uso de un tensioactivo peptidico segun la reivindicacion 1 y al uso médico de una
composicion que comprende ARNip y dicho tensioactivo peptidico segun la reivindicacion 2.

Técnica anterior

Se espera que la interferencia por ARN (iARN) se aplique al tratamiento de enfermedad ya que puede inhibir la
expresion de genes especificos. En el nivel actual de tecnologia, los agentes de transfeccion usados cuando se
transfectan células con ARN de interferencia pequefio (ARNip) consisten principalmente en fosfolipidos catiénicos
que se ha indicado que son toxicos.

Sin embargo, cuando se considera la aplicacion del ARNip y otros productos farmacéuticos de acidos nucleicos en la
practica clinica, se desea que los agentes de transfeccion tengan una toxicidad tan baja como sea posible y se ha
esperado el desarrollo de un agente de transfeccion que tenga menor toxicidad.

Los tensioactivos peptidicos se conocen por tener una acciéon que estabiliza proteinas de membrana tales como el
receptor acoplado a la proteina G, rodopsina bovina y ser capaces de auto-ensamblarse (documentos no de patente
1y 2). Sin embargo, su aplicacién como agentes de transfeccion se ha desconocido hasta la fecha.

Documento no de patente 1: Zhao, X. y col., PNAS, vol. 103, N.°: 47, 17707-17712
Documento no de patente 2: Nagai, A. y col., J. Nanosci. Nanotechnol., vol. 7, N.°: 7, 1-7

Von Malzahn y col. (Langmuir, 19:10, pag. 4332-4337) ensefian que péptidos positivamente cargados pueden
compactar y encerrar acidos nucleicos, pero no mencionan la transfeccion de ARNip en células.

Zhao y col. (Macromol. Biosci., 7, pag. 13-22) desvelan AsD y sus propiedades fisicas, pero no mencionan nada de
la administracion de ARNip a células.

Yeh y col. (Biochemistry, 44, pag. 16912-16919) desvelan que AsD y AgK, también como una mezcla de los mismos,
puede estabilizar ciertas enzimas, pero no mencionan la administracion de ARNip a células.

Yaghmur y col. (PLOS One, 2, E479) desvelan AsD y AgK y estudian su influencia sobre la mezcla de
monooleina/agua. Se desvela que estos péptidos experimentan auto-ensamblaje. No se mencionan acidos nucleicos
en este contexto, ni mucho menos ARNip.

Zhao y col. (Trends Biotech., 2004, vol. 22:9, paginas 470-476) desvelan AsD ademas de algunos otros tensioactivos
peptidicos, que consisten todos en una cabeza cargada, hidréfila y una cola hidréfoba. EI documento también
menciona pruebas sin publicar; pero no hay mencién de AsD o AsK en el contexto de administraciéon de ARNip a
células.

Zang (Materiales Today, 2003, 6, 20-27) desvela cuatro unidades de construccion peptidicas disefiadas distintas que
se consideran utiles para ingenieria molecular; estas incluyen péptidos similares a tensioactivos que tienen siete u
ocho residuos de aminoacidos, la cabeza esta compuesta por acidos aspartico y glutamico negativamente cargados
o por lisina o histidina positivamente cargadas y la cola consiste en aminoacidos tales como alanina, valina o
leucina. El documento menciona simplemente la idea general de que los péptidos tensioactivos se estan
desarrollando generalmente como sistemas de administracion elegidos como diana para, por ejemplo, iARN, pero
los péptidos especificos AsD y AsK no se desvelan.

Divulgacion de la invencion
Problemas a resolver por la invencion

Un objetivo de la presente invencion es proporcionar un agente de transfeccion que tenga menor toxicidad y pueda
aplicarse en la practica clinica.

Como resultado de realizar amplios estudios para resolver los problemas anteriormente mencionados, los autores de
la presente invencién encontraron que un tensioactivo peptidico es util como un agente de transfeccion, conduciendo
asi a la completitud de la presente invencion.

La presente invencion se refiere a:
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1. El uso de un tensioactivo péptidico que consiste en la secuencia de aminoacidos AAAAAAK para la introduccion
de ARNip en células, en el que dicho uso no es un procedimiento para el tratamiento del cuerpo humano o animal
por cirugia o terapia.

2. Una composicion que comprende ARNip y un tensioactivo péptidico que consiste en la secuencia de aminoacidos
de AAAAAAK para su uso como un medicamento.

3. Una composicion que comprende ARNip y un tensioactivo péptidico que consiste en la secuencia de aminoacidos
de AAAAAAK para uso en el tratamiento de tumor cerebral, particularmente glioblastoma.

Asi, la presente divulgacion también se refiere a lo siguiente:

1. un agente de transfeccion que comprende un tensioactivo péptidico;

2. el agente de transfeccion descrito en 1 anteriormente, en el que el tensioactivo peptidico consiste en una porciéon
de cabeza que consiste en 4 a 10 aminoacidos hidrofilos y una porciéon de cola que consiste en 1 0 2 aminoacidos
hidréfobos;

3. el agente de transfeccidon descrito en 1 anteriormente, en el que el tensioactivo peptidico es AAAAAAD o
AAAAAAK (en el que AAAAAAD es para referencia); y

4. una sustancia farmacéutica que comprende el agente de transfeccion descrito en cualquiera de 1 a 3 anteriores y
acido nucleico.

Breve descripcion de los dibujos

La FIG. 1 es una grafica que indica una comparacion de citotoxicidad entre un tensioactivo peptidico y agentes de
transferencia de genes mediados por liposomas cationicos (Lipofectamine 2000 y siFECTOR).

La FIG. 2 es una grafica que indica los resultados de un analisis de cambios basados en el tiempo en la cantidad de
ARNip introducido en tres tipos de células de glioma maligno humano cultivadas usando un tensioactivo peptidico.

La FIG. 3 es una grafica que indica los resultados de un analisis de la relacion entre la concentracion de tensioactivo
peptidico y la eficiencia de introduccién de ARNip.

La FIG. 4 es una grafica que indica los resultados de confirmar los efectos de interferencia por ARN por ARNip
introducido en tres tipos de células de glioma maligno humano cultivadas por tensioactivo peptidico.

La FIG. 5 es una grafica que indica los resultados de confirmar los efectos de interferencia por ARN por ARNip
introducido en tres tipos de células de glioma maligno humano cultivadas por tensioactivo peptidico.

La FIG. 6 es una grafica que indica los resultados de confirmar los efectos de interferencia por ARN por ARNip
introducido en tres tipos de células de glioma maligno humano cultivadas por tensioactivo peptidico.

En la presente divulgacion, un tensioactivo peptidico se refiere al que contiene 6 a 10 residuos de aminoacidos, tiene
una longitud de aproximadamente 2 a 3 nm y demuestra propiedades similares a aquellas de tensioactivos
convencionales tales como n-dodecil-3-D-maltésido (DM) u octil-D-glucdsido (OG).

El tensioactivo peptidico de la presente invencion consiste preferentemente en una porciéon de cabeza que consiste
en 4 a 10 aminoacidos hidrdfilos y una porcion de cola que consiste en 1 0 2 aminoacidos hidréfobos.

Mas especificamente, los péptidos de referencia desvelados en el presente documento incluyen GGGGDD (G4D2),
GGGGGGDD (G6D2), GGGGGGGGDD (G8D2), GGGGGGGGGGDD (G10D2), AAAAAAD (A6D), AAAAAADD
(ABD2), AAAAAAKK (ABK2), VVVVVVD (V6D), VVVVVVDD (V6éD2), VVVVVVK (V6K), VVWWVVVKK (V6K2),
LLLLLLD (L6D), LLLLLLDD (L6D2), LLLLLLK (L6K) y LLLLLLKK (L6K2), AAAAAAD (A6D), en particular AAAAAAK
(ABK) se usa en la presente invencion segun se reivindica.

El tensioactivo peptidico de la presente invencién puede producirse usando un procedimiento de sintesis en fase
sélida convencionalmente conocido. Ademas, péptidos artificialmente sintetizados de este modo pueden usarse
preferentemente ya que no contienen sustancias de origen biolégico y estan libres de riesgo de infeccion.

En la presente divulgacion, un agente de transfeccion se refiere a una composicion usada para introducir un
polinucleétido o gen tal como ARNip en células, que puede potenciar la eficiencia de transfeccion del mismo.

El agente de transfeccion de la presente invencién puede incorporarse en productos farmacéuticos con un acido
nucleico deseado. Ademas, los productos farmacéuticos de la presente invencién pueden usarse para
administracion por via oral o administracion parenteral.

Un acido nucleico usado en la sustancia farmacéutica de la presente invenciéon usa una porcién de una secuencia
base de genes elegida como diana para su uso en el tratamiento bien tal cual es o bien después de modificarse,
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esta compuesto por acido nucleico de ARN y puede regular la funcion de un gen deseado en el cuerpo. Tales acidos
nucleicos se denominan normalmente medicinas de acido nucleico. Como referencia, puede usarse el acido nucleico
de ADN.

Ejemplos de medicinas de acido nucleico desveladas en el presente documento incluyen medicinas de acido
nucleico de sefiuelo que inhiben la expresion génica causando que un factor regulador de la transcripciéon se una a
un oligonucledtido que tenga la misma secuencia que una region constante (elemento cis) de ADN intranuclear
unido por el factor regulador de la transcripcion, aptameros de acido nucleico que pueden unirse especificamente
con moléculas especificas, ribozimas que tienen actividad catalitica que escinde ARN, ARN antisentido que inhibe la
expresion génica uniéndose complementariamente a una region especifica de un ARNm de gen diana y ARNip que
descompone ARNm que se une a una region especifica de ARNm de un gen diana junto con un complejo de
silenciamiento inducido por ARN. Las medicinas de acido nucleico de sefiuelo, aptameros de acido nucleico y
ribozimas son acidos nucleicos que adoptan una estructura tridimensional especifica, sofisticada, el ARN antisentido
es un oligomero de ARN monocatenario que tiene una secuencia en el lado de la hebra opuesta de una porcion de
una secuencia de ARNm y el ARNip es un ARN bicatenario corto que tiene la misma secuencia que una porcion del
ARNmM de un gen diana. Estos acidos nucleicos pueden producirse artificialmente por reacciones quimicas usando
un sintetizador de acidos nucleicos, o pueden producirse en células cultivadas usando un vector.

Aunque los productos farmacéuticos previos eran principalmente compuestos de bajo peso molecular, los productos
biofarmacéuticos compuestos de sustancias quimicas presentes en el cuerpo estan atrayendo actualmente la
atencion debido a su especificidad por diana y seguridad biolégica. Las medicinas de acido nucleico estan incluidas
en estos productos biofarmacéuticos y estan siendo actualmente desarrolladas por numerosos institutos de
investigacion y corporaciones farmacéuticas. Entre estas medicinas de acido nucleico la atencién se ha centrado
recientemente en los efectos inhibidores de genes especificos de ARNip en particular y estan siendo desarrollados
productos farmacéuticos de ARNip para diversas enfermedades. El tratamiento de glioblastoma, que es un tipo de
tumor cerebral, es un ejemplo de una enfermedad para la que se espera que el uso de ARNip demuestre efectos
terapéuticos. En glioblastoma, la apoptosis se induce en células tumorales por iARN dirigida a MMP-2 y se sabe que
es eficaz en inhibir el crecimiento tumoral.

Ejemplos de formas farmacéuticas desveladas en el presente documento incluyen comprimidos, capsulas, granulos
y jarabes. Estos productos farmacéuticos pueden producirse usando aditivos generalmente usados en la produccion
de productos farmacéuticos.

Aunque no hay limitaciones particulares en la dosificacion de la sustancia farmacéutica de la presente invencion, ella
es, por ejemplo, 0,001 a 10 mg/kg de peso corporal por dia en el caso de administracion parenteral. Esta
dosificacion puede administrarse una vez al dia o dividirse entre dos a tres administraciones por dia y puede
ajustarse adecuadamente segun la edad, patologia y sintomas.

Ejemplos especificos de aditivos incluyen lactosa, dextrina, sacarosa, manitol, almidén de maiz, sorbitol, celulosa
microcristalina y polivinilpirrolidona. Estos pueden usarse solos o en una combinacion adecuada de los mismos.
Estos productos farmacéuticos pueden producirse usando un procedimiento adecuado para la forma de cada
sustancia farmacéutica segun procedimientos descritos en la farmacopea japonesa. Ademas, también pueden
usarse adecuadamente agentes aromatizantes, colorantes o edulcorantes y similares. El contenido de estos aditivos
puede seleccionarse adecuadamente por una persona de con experiencia habitual en la materia.

Ejemplos de las formas de cuasifarmacos desvelados en el presente documento incluyen comprimidos, capsulas,
granulos, gelatinas y bebidas. Estos cuasifarmacos pueden producirse usando aditivos generalmente usados en la
produccion de cuasifarmacos. Ademas, estos cuasifarmacos también pueden contener otros principios activos tales
como vitaminas. Ademas, aditivos tales como edulcorantes, agentes aromatizantes, colorantes o antioxidantes
pueden usarse solos o en una combinacion adecuada de los mismos. Estos cuasifarmacos pueden producirse
usando procedimientos conocidos entre personas con experiencia habitual en la materia.

Ejemplo 1

Comparacion de citotoxicidad de tensioactivo peptidico y agentes de transferencia de genes mediados por
liposomas cationicos

La citotoxicidad se evalué usando células humanas cultivadas para un tensioactivo peptidico y dos tipos de agentes
de transferencia de genes mediados por liposomas catidnicos actualmente usados ampliamente.

<Materiales>
* Sustancias afadidas

1. Tensioactivo peptidico (secuencia: Ac-AAAAAAK-NH,, Celtek)
2. Lipofectamine 2000 (Invitrogen)
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3. siFECTOR (B-Bridge International, Inc.)

* Células

Células de glioma maligno humano cultivadas (U87MG, adquiridas de ATCC)

* Reactivo de ensayo de MTT (para ensayo de proliferacion celular)

Kit de ensayo Cell Titer 96 Aqueous One Solution Cell Proliferation (Promega)

<Procedimiento>

Las células se sembraron en una placa de 96 pocillos segun el protocolo de ATCC recomendado (densidad celular:
2 x 10%/pocillo) seguido de incubacion durante la noche. El medio se sustituyé con medio fresco y se afiadieron las
sustancias (concentraciones finales: 0,0005, 0,001, 0,005, 0,01, 0,05, 0,1, 0,5, 1, 5, 10, 25, 50, 75, 100, 250 y 500
pg/ml). Las células se cultivaron durante 24 horas. Después de cultivar se afiadio Cell Titer 96 Aqueous One
Solution (20 pl/pocillo) seguido de medicion de la absorcion optica a 495 nm con un lector de placas 4 horas
después para cuantificar el nimero de células viables.

Como es evidente a partir de la FIG. 1, el tensioactivo peptidico demostré el menor nivel de toxicidad. Los valores de
DL50 fueron 285,9 ug/ml para el tensioactivo peptidico, 42,49 ug/ml para Lipofectamine 2000 y 25,3 ug/ml para
siFECTOR. El tensioactivo peptidico no demostro citotoxicidad a concentraciones de 25 ug/ml o menos.

Ejemplo 2

Confirmacion de la introduccion de ARNip en células por tensioactivo peptidico

La introduccion de ARNip en células por tensioactivo peptidico se confirmé por observaciéon microscopica de ARNip
marcado de forma fluorescente.

<Materiales>

* Tensioactivo peptidico

Secuencia: Ac-AAAAAAK-NH; (Celtek)

* ARNip

ARNip/MMP-2 (Santa Cruz)

* Reactivo de marcado fluorescente de ARNip
Kit Label IT Cy-3 Labeling (Mirus)

* Células

Tres tipos de células de glioma malignas humanas cultivadas
(U87TMG, T98G, U251MG, cada una adquirida de ATCC)

<Procedimiento>

ARNip/MMP-2 se marcé con Cy3 usando el reactivo de marcado fluorescente de ARNip segun el protocolo de Mirus.
5000 de las células se sembraron en un vidrio portaobjetos con pocillos segin el protocolo de la ATCC y se
incubaron durante la noche. Después de eliminar el medio, el ARNip a una concentraciéon final de 50 nM y
tensioactivo peptidico a una concentracion final de 20 pg/ml se afiadieron a 1 ml de medio seguido de cultivo durante
8 horas. En un grupo de control, solo ARNip se cultivd a una concentracion final de 50 nM en 1 ml de medio. Las
células se observaron con un microscopio de fluorescencia invertido por observacion fluorescente con un filtro de
Cy3 y por observacion de campo brillante.

<Resultados>
La captacion del ARNip marcado con Cy3 se confirmé en el grupo de prueba al que tanto el tensioactivo peptidico
como ARNip se afiadieron para los tres tipos de células. La captaciéon de ARNip marcado no se observé para

ninguna de las células en el grupo de control al que solo se afiadié ARNip.

Ejemplo 3
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Analisis de cambios basados en el tiempo en la cantidad de ARNip introducido en células por tensioactivo
peptidico

Los cambios basados en el tiempo en las cantidades de ARNip introducido en células por tensioactivo peptidico se
examinaron por observacion microscépica de ARNip marcado de forma fluorescente.

<Materiales>

* Tensioactivo peptidico

Secuencia: Ac-AAAAAAK-NH; (Celtek)

* Concentraciones de tensioactivo peptidico:
0, 0,5, 1,0, 5,0, 10,0, 20,0, 25,0 pg/mi

* ARNip

ARNip/MMP-2 (Santa Cruz)

* Reactivo de marcado fluorescente de ARNip
Kit de marcado Label IT Cy-3 (Mirus)

* Células

Tres tipos de células de glioma malignas humanas cultivadas
(UB7MG, T98G, U251MG, adquiridas de ATCC)

<Procedimiento>

ARNip/MMP-2 se marcé con Cy3 usando el reactivo de marcado fluorescente de ARNip segun el protocolo
convencional de Mirus. Después el ARNip marcado se mezclé con el tensioactivo peptidico. ARNip a una
concentracion final de 50 nM y tensioactivo peptidico a una concentracion final de 20 ug/ml se administraron a 1 x
10° células sembradas en una placa de 24 pocillos que contiene medio a 1 ml/pocillo, seguido de incubacion durante
0,5, 1, 2,4, 8,16 y 24 horas. Después de lavar los pocillos con PBS, las células se recuperaron y se transfirieron a
una placa de 96 pocillos en la que se midieron para absorbancia 6ptica.

Los resultados se muestran en la FIG. 2.

* Durante el cultivo durante 1 a 8 horas, las unidades de fluorescencia relativas (UFR) aumentaron casi
proporcionalmente y el ARNip se determiné que se incorporaba en las células en proporcion al tiempo.

* Durante el cultivo durante mas de 8 horas, los niveles de URF alcanzaron esencialmente una meseta.
Ejemplo 4

Analisis de la relacion entre la concentracion de tensioactivo peptidico y la eficiencia de introduccion de
ARNip

El modo en el que la eficiencia de introduccién de ARNip en células depende de la concentracion de tensioactivo
peptidico se examind por observacion microscépica de ARNip marcado de forma fluorescente.

<Materiales>

* Tensioactivo peptidico

Secuencia: Ac-AAAAAAK-NH; (Celtek)

* Concentraciones de tensioactivo peptidico:
0, 0,5, 1,0, 5,0, 10,0, 20,0, 25,0 pg/mi

* ARNip
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ARNip/MMP-2 (Santa Cruz)

* Reactivo de marcado fluorescente de ARNip
Kit de marcado Label IT Cy-3 (Mirus)

* Células

Tres tipos de células de glioma malignas humanas cultivadas
(UB7MG, T98G, U251MG, adquiridas de ATCC)

<Procedimiento>

ARNip/MMP-2 se marcé con Cy3 usando el reactivo de marcado fluorescente de ARNip segun el protocolo
convencional de Mirus. Después el ARNip marcado se mezclé con el tensioactivo peptidico. ARNip a una
concentracion final de 50 nM y tensioactivo peptidico a concentraciones finales de 0, 0,5, 1, 5, 10, 20 y 25 yg/ml se
administraron a 1 x 10° células sembradas en una placa de 24 pocillos que contenia medio a 1 ml/pocillo, seguido
de cultivo durante 8 horas. Después de lavar los pocillos con PBS, las células se recuperaron y se transfirieron a una
placa de 96 pocillos en la que se midieron para absorbancia dptica.

Los resultados se muestran en la FIG. 3.

* Aunque los aumentos dependientes de la dosis en las URF se debilitaron a 10 ug/ml y por encima en células
Y98G, los aumentos en URF en proporciéon a los aumentos en concentraciéon se observaron para los tres tipos de
células y la introduccién de ARNip en células se determiné claramente que era dependiente de la concentracion de
tensioactivo peptidico.

* Cuando se consideran junto con los resultados del Ejemplo 3, se determin6é claramente que la exposicion de
células a tensioactivo peptidico a una concentraciéon de 20 pg/ml durante 8 horas producia adecuadamente y
significativamente la introduccion de ARNip en células.

Ejemplo 5

Confirmacion de efectos de interferencia de ARN por ARNip introducido en células usando tensioactivo
peptidico

El ARNip introducido en células por tensioactivo peptidico se confirmé que tenia una capacidad de interferencia de
ARN por RT-PCR.

<Materiales>

* Tensioactivo peptidico

Secuencia: Ac-AAAAAAK-NH; (Celtek)
* Células

Tres tipos de células de glioma malignas humanas cultivadas
(UB7MG, T98G, U251MG, adquiridas de ATCC)

<Procedimiento>

Se sembraron 1 x 10° células en una placa de 24 pocillos y se cultivaron durante la noche segun el protocolo
estandar de ATCC. Después de eliminar el medio, las siguientes disoluciones se afiadieron a las concentraciones
finales indicadas a continuacion seguido de cultivo durante 8 horas en las mismas condiciones de cultivo como se ha
descrito previamente.

(1) Control de blanco (medio solo)

(2) oligo ARNip al azar (Dharmacon)/tensioactivo peptidico 20 ug/ml
(3) ARNip 50 nM

(4) Tensioactivo peptidico 20 pug/ml

(5) ARNip 50 nM/tensioactivo peptidico 20 pg/mi

El ARNip se transcribi6 de forma inversa a ADNc usando el kit Tagman Gene Expression Cell-to-Ct (Applied
Biosystems). El analisis cuantitativo se llevé a cabo usando el sistema de PCR en tiempo real 7500 de Applied
Biosystems usando MMP-2 para la diana y beta-actina para el patron interno por ensayo de la expresion génica
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(Applied Biosystems).
Los resultados se muestran en las FIGS. 4 a 6.

* La expresion de ARNm de MMP-2 se inhibid significativamente solo en el caso de administracion de ARNip 50
nM/tensioactivo peptidico 20 pug/ml.

* Como los efectos sobre la introduccién en células no estan presentes en el caso de ARNip solo, se cree que el
ARNip se incorpora en células debido a un efecto de introduccién de ARNip de tensioactivo peptidico, produciendo
asi efectos de interferencia por ARN.

* Como la inhibicién del gen MMP-2 no se observé en el caso de mezclar tensioactivo peptidico con oligo ARN al
azar, que esta compuesto por una secuencia para la que no se observa homologia en el genoma humano y que no
es especifico para genes, la reaccion se consider6 como que no era una reaccion no especifica que es
independiente de la secuencia de ARN.
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<210> 1

<211>6

<212> PRT

<213> Atrtificial

<220>
<223> péptido sintetizado

<400> 1

Gly Gly Gly Gly Asp Asp
1 5

<210>2
<211>8
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido sintetizado

<400> 2

Gly Gly Gly Gly Gly Gly Asp Asp
1 5

<210>3
<211>10
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido sintetizado

<400> 3

Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Asp Asp
1 5 10
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<210> 4
<211>12
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido sintetizado

<400> 4

ES 2491 565 T3

Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Asp Asp

1 5

<210>5
<211>7
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido sintetizado

<400> 5

Ala Ala Ala Ala Ala Ala Asp
1 5

<210>6
<211>8
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido sintetizado

<400> 6

Ala Ala Ala Ala Ala Ala Asp Asp

1 5

<210>7
<211>7
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido sintetizado

<400>7

Ala Ala Ala Ala Ala Ala Lys
1 5

<210>8
<211>8
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido sintetizado

<400> 8

Ala Ala Ala Ala Ala Ala Lys Lys

1 5
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<210>9
<211>7
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido sintetizado

<400>9

Val Val Val Val val Val Asp
1 5

<210>10
<211>8
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido sintetizado

<400> 10

Val Val Val val val Val Asp Asp
1 5

<210> 11
<<211>7
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido sintetizado

<400> 11

Val Val Val val val Val Lys
1 5

<210>12
<211>8
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido sintetizado

<400> 12

Val Val Val Vval val Val Lys Lys
1 5

<210>13
<211>7
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido sintetizado

<400> 13

Leu Leu Leu Leu Leu Leu Asp
1 5

<210> 14
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<211>8
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido sintetizado

<400> 14

Leu Leu Leu Leu Leu Leu Asp Asp
1 5

<210>15
<211>7
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido sintetizado

<400> 15

Leu Leu Leu Leu Leu Leu Lys
1 5

<210> 16
<211>8
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido sintetizado

<400> 16

Leu Leu Leu Leu Leu Leu Lys Lys
1 5

11
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REIVINDICACIONES
1.- Uso de un tensioactivo peptidico que consiste en la secuencia de aminoacidos de AAAAAAK para la introduccion
de ARNip en células, en el que dicho uso no es un procedimiento para el tratamiento del cuerpo humano o animal
por cirugia o terapia.

2.- Una composicién que comprende ARNip y un tensioactivo peptidico que consiste en la secuencia de
aminoacidos de AAAAAAK para su uso como medicamento.

3.- Una composicion que comprende ARNip y un tensioactivo peptidico que consiste en la secuencia de
aminoacidos de AAAAAAK para su uso en el tratamiento de tumor cerebral.

4.- La composicién de la reivindicacion 3 para el uso de la reivindicaciéon 3, en la que el tumor cerebral es
glioblastoma.
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FIG. 1
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FIG. 2
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FIG. 3
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FIG. 4
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FIG. 6
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