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DESCRIPCION
Composicion portadora de administracion rapida de acidos nucleicos
Campo técnico

La presente invencion se refiere a una composicion portadora para la administracion de ARNip que puede
administrar eficientemente un ARNip en las células al administrar un ARNip en células de origen animal u
organismos y que también presenta una baja toxicidad y una elevada seguridad, y a una composicion para la
administracion de ARNip.

Antecedentes de la técnica

Se han descubierto diversos tipos de acidos nucleicos que ejercen funciones fisiolégicamente activas dentro de las
células mediante los recientes desarrollos biotecnologicos. Por ejemplo, es conocido que el ARN de interferencia
pequefio (ARNip) induce la degradacién del ARNm de un gen diana existente dentro de las células e inhibe la
expresion del gen diana (interferencia de ARN). La funcion inhibidora de la expresion del gen diana debido a la
interferencia del ARN resulta Util para mitigar o tratar sintomas de enfermedad causados por la expresion irregular
de genes o grupos génicos particulares, y se prevé el desarrollo de agentes terapéuticos que utilicen el ARNip. Para
utilizar acidos nucleicos, incluyendo el ARNip, como agentes terapéuticos resulta importante que el ARNip funcione
en la célula diana y, por lo tanto, resulta esencial establecer técnicas eficientes para administrar los acidos nucleicos
en las células diana.

La utilizacion de un portador (vector) es conocida como técnica para administrar moléculas de acidos nucleicos o
genes exdgenos en el interior de células. Entre los vectores se incluyen vectores viricos y vectores no viricos. Los
vectores viricos presentan una elevada eficiencia de transferencia génica; sin embargo, existen diversos aspectos
de seguridad desconocidos, incluyendo la patogenicidad, la inmunogenicidad y la citotoxicidad. Por lo tanto, se
espera al desarrollo de vectores no viricos, mas seguros.

Como portador no virico de administracion de acidos nucleicos que induce la administracion de un acido nucleico, tal
como el ARNip, en las células, se ha informado, por ejemplo, de un lipido catiénico con una estructura especifica en
el documento de patente n° 1. Sin embargo, el lipido catiénico informado en el documento de patente n° 1 presenta
la desventaja de que muestra toxicidad al administrarlo en células en cultivo u organismos vivos. Ademas, el
documento de patente n° 2 da a conocer una composicion que contiene un compuesto anfifilico y un policatién como
composicion portadora que presenta una toxicidad comparativamente reducida y puede administrar el ARNip en las
células. Sin embargo, la composicion dada a conocer en el documento de patente n® 2 ademas presenta un
problema de seguridad, ya que su citotoxicidad se vuelve no despreciable en el caso de que se introduzca una
cantidad suficiente de ARNip en las células.

El documento de patente WO 2005007196 da a conocer moléculas de ARNip que comprenden
diestearoilfosfatidilcolina, colesterol, N,N-dimetil-2,3-dioleiloxi-propilamina: PEG-dimiristilglicerol 0 PEG-
diestearilglicerol.

A partir de la técnica anterior, se ha deseado el desarrollo de una composicion portadora para la administracion de
ARNIip que presenta una toxicidad baja y pueda administrar eficientemente un ARNip en las células.

[Documento de patente 1] publicacién de patente japonesa no examinada n® 2002-529439
[Documento de patente 2] publicacién de patente japonesa no examinada n° 2005-508394.

Exposicion de la invencion
Problema técnico

Un objetivo de la presente invencion es resolver los problemas anteriormente indicados de la técnica anterior.
Concretamente, un objetivo de la presente invencién es proporcionar una composicion portadora para la
administracion de ARNip que pueda administrar eficientemente ARNip en las células al administrar un ARNip en
células de origen animal o animales y que ademas presente una toxicidad baja y una seguridad elevada, y una
composicion para la administracion de ARNip que contenga la composicion portadora y ARNip. Ademas, otro
objetivo de la presente invencidn es proporcionar una composicion para introducir un ARNip en las células que
pueda administrar eficientemente el ARNip en las células con una seguridad elevada.

Medios para resolver el problema
Se ha investigado exhaustivamente con el fin de conseguir el objetivo mencionado anteriormente y se ha

descubierto que una composicion que contiene (A) una diacilfosfatidilcolina, (B) colesterol y/o lipidos catiénicos con
un esqueleto de colesterol y (C) una amina primaria alifatica, presenta una toxicidad baja y una seguridad elevada,
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puede administrar eficientemente ARNip en las células y por lo tanto resulta atii como portador para la
administracion de ARNip. También se ha descubierto que resulta posible obtener una seguridad mas excelente y
propiedades de introduccion de ARNip mediante la utilizacion de una composicion que contiene los componentes (A)
a (C) tras la conformacion en una forma liposémica. La presente invencion se ha completado realizando mejoras
adicionales basandose en estos resultados.

La presente invencién proporciona las formas de realizacién siguientes.

1. Una composicion para la administracion de ARNip, que comprende:
un ARNip y

una composicion portadora para la administracion de ARNip, que comprende (A) una diacilfosfatidilcolina, (B)
por lo menos un elemento seleccionado de entre el grupo que consiste en colesterol y lipidos catiénicos que
presentan un esqueleto de colesterol, y (C) una amina primaria alifatica.

2. La composicion para la administraciéon de ARNip segun el item 1, en la que el componente (A) es una
diacilfosfatidilcolina cuya fraccién grupo acilo presenta entre 4 y 23 atomos de carbono.

3. La composicién para la administracion de ARNip segun el item 1 o 2, en la que el componente (B) es
colesterol.

4. La composicién para la administracion de ARNip segin cualquiera de los items 1 a 3, en la que el
componente (C) es una alquilamina que presenta entre 10 y 20 d&tomos de carbono.

5. La composicion para la administracion de ARNip segin el item 1,

en la que el componente (A) es por lo menos un elemento seleccionado de entre el grupo que consiste en
dimiristoilfosfatidilcolina, dipalmitoilfosfatidilcolina y diestearoilfosfatidilcolina,

el componente (B) es colesterol, y
el componente (C) es estearilamina.

6. La composicién para la administracion de ARNip segun cualquiera de los items 1 a 5, en la que la proporcion
molar de componente (A):componente (B):componente (C) es 5-9:1-5:1.

7. La composicion para la administracion de ARNip segun cualquiera de los items 1 a 6, en la que la
composicion portadora para la administracién de ARNip es una preparacion de liposomas en la que se forma
una membrana liposémica a partir de los componentes (A) a (C).

8. La composicion para la administracion de ARNip segun cualquiera de los items 1 a 6, que es una preparacion
de liposomas.

9. La composicion segun cualquiera de los items 1 a 8 para la utilizacion en medicina.

10. La composicién segun cualquiera de los items 1 a 8 para la utilizacién en la inhibicién de la expresion de un
gen diana en células presentes en los organismos vivos.

11. Utilizacién de una composicion portadora que comprende: (A) una diacilfosfatidilcolina, (B) por lo menos un
elemento seleccionado de entre el grupo que consiste en colesterol y lipidos catidnicos que presentan un
esqueleto de colesterol, y (C) una amina primaria alifatica y un ARNip, en la preparacion de una composicion
segun cualquiera de los items 1 a 10.

12.Un procedimiento para la introduccion de un ARNip, que comprende la etapa de introducir el ARNip en
células en cultivo o en células separadas de organismos vivos mediante la puesta en contacto con las células
de la composicion para la administracion de ARNip segun el item 1.

Efectos de la invencién

La composicién portadora para la administracion de ARNip y la composicion para la administracion de ARNip de la
invencion presenta la ventaja de que puede administrar eficazmente un ARNip en las células, ejerciendo de esta
manera una funcion util de los &cidos nucleicos en las células y ademas presenta una toxicidad baja y una seguridad
elevada. Por lo tanto, la composicién portadora para la administracion de ARNip y la composicion para la
administracion de ARNip resultan utiles para el tratamiento de diversas enfermedades mediante la introduccion de
un ARNip, particularmente el tratamiento de enfermedades intratables que resultan dificiles de tratar con un
compuesto de bajo peso molecular.
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La composicién portadora para la administracion de ARNip y la composicion para la administracion de ARNip de la
invencion resultan particularmente preferidas para la introduccion de ARNip en las células ya que la induccion de la
expresion de interferén, que es una reaccion adversa del ARNip, puede suprimirse eficazmente.

Ademaés, la composicién para la administracion de ARNip de la invencién ademas presenta la ventaja de que la
composicion puede almacenarse en estado liofilizado, ya que puede someterse a un tratamiento de liofilizacién.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 muestra los resultados del ejemplo de ensayo 1, es decir, los resultados de la evaluacién de la seguridad
para las células de una composicion para la administracion de acidos nucleicos.

La figura 2 muestra los resultados de la evaluacion de la introduccion de ARNip en células mediada por cada
composicion para la administracion de acidos nucleicos en el Ejemplo de ensayo 2. La ordenada en la figura 2 indica
la intensidad media de fluorescencia por cada célula.

La figura 3 muestra los resultados de la evaluacion de la introduccion de ARNip en las células al modificar la
concentracion de los lipidos constituyentes (DSPC, colesterol y estearilamina) del portador para la administracion de
acidos nucleicos en una composicion para la administracion de acidos nucleicos en el ejemplo de ensayo 2.

La figura 4 muestra los resultados de la evaluacion de la inhibicién de la inducciéon del interferon por una
composicion que contiene ARNip para la administracion de acidos nucleicos en el ejemplo de ensayo 3.

Mejor modo de poner en practica la invencion
A continuacién se describe en detalle la presente invencion.

Portador para la administraciéon de acidos nucleicos

La composicion portadora para la administracion de ARNip de la invencion comprende: (A) una diacilfosfatidilcolina,
(B) un colesterol y/o lipidos catiénicos que presentan un esqueleto de colesterol, y (C) una amina primaria alifatica.

La composicion portadora para la administracion de ARNip de la invencion se utiliza como portador de ARNip para la
administracion (introduccién) de un ARNip en las células.

La composicion portadora para la administracion de ARNip de la invencion presenta la caracteristica util de inhibir la
induccion de la expresion del interferén, que es una reaccion adversa del ARNip y, de esta manera, resulta Gtil para
administrar el ARNip en las células. El ARNip para el que se utiliza la composicion portadora para la administracion
de ARNip de la invencién puede derivarse de seres humanos, animales, plantas, bacterias y virus, y ademas puede
producirse mediante sintesis quimica. El ARNip puede modificarse con compuestos quimicos, enzimas o péptidos.
En la invencién, estos ARNip pueden utilizarse solos, o pueden utilizarse en combinacion dos o mas tipos de los
mismos.

La diacilfosfatidilcolina (en adelante en ocasiones denominada "componente (A)") utilizada en la composicion
portadora para la administracion de acidos nucleicos de la invencion no se encuentra especificamente limitada con
la condicion de que resulte farmacolégicamente aceptable, y entre los ejemplos de la misma se incluyen una
diacilfosfatidilcolina cuya fraccion grupo acilo presente 4 a 23 atomos de carbono. El nimero de atomos de carbono
de dos grupos acilo constituyentes de la diacilfosfatidilcolina puede ser igual o diferente.

Entre los ejemplos concretos de la diacilfosfatidilcolina utilizada en la presente invencion se incluyen
dilauroilfosfatidilcolina, dimiristoilfosfatidilcolina, dipalmitoilfosfatidilcolina, diestearoilfosfatidilcolina,
dioleoilfosfatidilcolina,  dilinoleoilfosfatidilcolina,  miristoilpalmitoilfosfatidilcolina,  miristoilestearoilfosfatidilcolina,
palmitoilestearoilfosfatidilcolina, dibutiloilfosfatidilcolina, dihexanoilfosfatidilcolina, diheptanoilfosfatidilcolina,
didecanoilfosfatidilcolina, diftanoilfosfatidilcolina, didodecilfosfatidilcolina, dieicosenoilfosfatilcolina,
dihenicosanoilfosfatidilcolina, dierucoilfosfatidilcolina, diaraquidonoilfosfatidilcolina y bis(tricosadinoil)fosfatidilcolina.
De entre estas diacilfosfatidilcolinas, resulta preferente una diacilfosfatidilcolina la fraccion grupo acilo de la cual
presenta entre 12 y 18 atomos de carbono; una diacilfosfatidilcolina con una fraccién grupo acilo de entre 13y 17
atomos de carbono, tal como dimiristoilfosfatidilcolina, dipalmitoilfosfatidilcolina, diestearoilfosfatidilcolina,
miristoilpalmitoilfosfatidilcolina, miristoilestearoilfosfatidilcolina y palmitoilestearoilfosfatidilcolina resulta mas
preferida; dimiristoilfosfatidilcolina, dipalmitoilfosfatidilcolina y diestaroilfosfatidilcolina resultan particularmente
preferidas y diestearoilfosfatidilcolina resulta mas preferida. Estas diacilfosfatidilcolinas pueden utilizarse solas o
pueden utilizarse en combinacion dos o mas tipos de las mismas.

El colesterol y/o derivado del mismo (en adelante denominado en ocasiones "componente (B)") utilizado en la
composicion portadora para la administracion de ARNip de la presente invencion no se encuentra especificamente
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limitado con la condicién de que resulte farmacolégicamente aceptable. El derivado de colesterol es un lipido
catidnico que presenta un esqueleto de colesterol y entre los ejemplos concretos del mismo se incluyen:

3B-[N-(N',N'-dimetilaminoetano)-carbamoil]colesterol (DC-Col),
yoduro de 3B3-[N',N',N'-trimetilaminoetano]colesterol (TC-Coal),
bis(guanidino)-tren-colesterosa (BGTC),
N-colesteriloxicarbonil-3,7-diazanonan-1,9-diamina,

B-alanin-dietanolamina-colesterol, carbamato de colesteril-espermina N* (GL-67), carbamato de colesteril-N[N*-3-
aminopropil-espermidina (GL-78), carboxamida de colesteril-espermina N* (GL-90), carbamato de N',N°-
bis(arginin-carboxamida) de colesteril-espermidina  N* 'y carbamato de colesteril-N-[N*N* N°-tris(3-
aminopropil)espermidina (GL-96). En la invencién, el componente (B) preferentemente es colesterol. En la
invencion, como componente (B), puede utilizarse colesterol y derivados del mismo solo, o pueden utilizarse en
combinacién dos o mas tipos de los mismos.

La amina primaria alifatica (en adelante en ocasiones denominada "componente (C)") utilizada en la composicion
portadora para la administracion de ARNip de la invencion no se encuentra especificamente limitada con la
condicion de que resulte farmacolégicamente aceptable, y entre los ejemplos de la misma se incluyen una
alquilamina cuya fraccion grupo alquilo presenta entre 10 y 20 atomos de carbono.

Entre los ejemplos concretos de la amina primaria alifatica utilizada en la presente invencion se incluyen laurilamina,
miristilamina, palmitilamina, estearilamina, oleilamina, decanoilamina y ftanoilamina. De entre estas aminas primarias
alifaticas, resulta preferente una alquilamina cuya fraccion grupo alquilo presenta entre 12 y 18 atomos de carbono;
estearilamina, oleilamina y palmitoilamina resultan mas preferentes, y la estearilamina resulta particularmente
preferente. Dichas aminas primarias dialifaticas pueden utilizarse solas o pueden utilizarse en combinacion dos o
mas tipos de las mismas.

La composicion portadora para la administracion de ARNip de la presente invencidn contiene una combinacion de
los componentes (A) a (C). Debido al incremento adicional de la eficiencia de la administracion de ARNip en las
células y la baja toxicidad utilizando las combinaciones siguientes, resulta preferida una combinacion de (A) una
diacilfosfatidilcolina cuya fraccion de grupo acilo presenta entre 4 y 23 atomos de carbono, (B) un colesterol y/o
lipidos catiénicos que presentan un esqueleto de colesterol y (C) una alquilamina que presenta entre 10 y 20 atomos
de carbono y resulta mas preferida una combinacion de (A) dimiristoilfosfatidilcolina, dipalmitoilfosfatidilcolina y/o
diestearoilfosfatidilcolina, (B) colesterol y (C) estearilamina.

En la composicion portadora para la administracion de ARNip de la presente invencién, no se encuentra
especificamente limitada la proporcion entre los componentes (A) a (C). Por ejemplo, la proporcion molar
componente (A):componente (B):.componente (C) es 5-9:1-5:1, preferentemente de 6-9:1-4:1, y mas
preferentemente 7-8:2-3:1. La eficiencia de la administracién de un ARNip en las células y la baja toxicidad puede
incrementarse adicionalmente mediante la satisfaccion de la proporciéon molar.

La cantidad total de los componentes (A) a (C) basada en la cantidad total de la composicion portadora para la
administracion de ARNip de la presente invencion es, por ejemplo, de entre 1% y 100% en peso, preferentemente de
entre 20% y 90% en peso, y mas preferentemente de entre 30% y 70% en peso.

La composicion portadora para la administracion de ARNip de la presente invencién puede contener, ademas de los
componentes (A) a (C), otros lipidos cationicos. Entre los ejemplos concretos de lipidos catidnicos se incluyen los
lipidos catidnicos unidos con un esteroide, tal como escualamina, 3a,7a,12a-tris(3-aminopropoxi)-53-colan-24-(N,N-
bis(3-aminopropil)amina,  3a,7a-12a-tris(3-aminopropoxi)-53-colan-24-(N-(N-(3-aminopropil)-3-aminopropil)-amina),
3a,7a,12a-tris(3-azidopropoxi)-53-colan-24-(N,N-bis(2-cianoetil)amina) y 3a,7a,12a-tris(3-azidopropoxi)-53-colan-24-
(N-(benciloxicarbonil)-N-(3-hidroxipropil)-amina)); lipidos catiénicos unidos con &cido cdlico, tales como conjugados
de umbrella-espermina; lipidos catidnicos unidos con esterolglucésido; lipidos catiénicos unidos con esteroide-
saponina, y lipidos catiénicos de tipo sal de amonio cuaternario, tales como bromuro de dimetildioctadecil-amonio
(DDAB), 1,2-dimiristoil-3-trimetilamonio-propano, 1,2-dioleoil-3-trimetilamino-propano (DOTAP), sulfato de 1,2-
dioleoil-3-trimetilamino-propanometilo, 1,2-dipalmitoil-3-trimetilamino-propano, 1,2-diestearoil-3-trimetilamonio-
propano, hidrocloruro de  N-(1-(2,3-bis(oleoiloxi)propil)-N,N,N-trimetil-amonio  (DOTMA), bromuro de
dimeristoiloxipropildimetilhidroxietil-amonio (DMRIE), bromuro de dioleiloxipropildimetilhidroxietil-amonio (DORIE),
bromuro de dimetildidodecil-amonio, hidrocloruro de N-(a-trimetilamonioacetil)-didodecil-D-glutamina, hidrocloruro de
N-(a-trimetilamonioacetil)-O,0'-bis-(1H,1H,2H,2H-perfluorodecil)-L-glutamina, hidrocloruro de O,O'-didodecanoil-N-
(a-trimetilaminioacetil)dietanolamina, = bromuro de  metilalildidodecil-amonio,  hidrocloruro  de  N-{p-(w-
trimetilaminiobutiloxi)-benzoil}-didodecil-L-glutamina, bromuro de 9-(w-trimetilaminobutil)-3,6-bis(dodecanoil)carbazol,
hidrocloruro de dimetildioctadecil-amonio, bromuro de N-w-trimetilamoniodecanoil-dihexadecil-D-glutamina, bromuro
de N-{p-(w-trimetilamoniohexiloxi)-benzoil}-ditetradecil-L-glutamina, bromuro de p-(w-trimetilamoniodeciloxi)-p'-
octiloxiazobenceno (MC-1-0810), bromuro de p-{w-(b-hidroxietil)dimetil-amonio-deciloxi}-p'-octiloxiazobenceno (MC-
3-0810), bromuro de O,0',0"-tridodecanoil-N-(w-trimetil-amoniodecanoil)-tris(hidroximetil)aminometano (TC-1-12),
1,2-dilauril-glicero-3-etilfosfocolina, 1,2-dimiristoil-glicero-3-etilfosfocolina, 1,2-dipalmitoil-glicero-3-etilfosfocolina, 1,2-
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diestearoil-glicero-3-etilfosfocolina, 1,2-dioleoil-glicero-3-etilfosfocolina y 1-palmitoil-2-oleoil-glicero-3-etilfosfocolina.

En la invencion, en el caso de que se encuentren contenidos lipidos catiénicos diferentes de los componentes (A) a
(C), la proporcién del lipido catiénico no se encuentra especificamente limitada con la condicion de que los efectos
de la invencion no resulten adversamente afectados. La proporcion del lipido catidnico es de entre 1 y 10 partes en
peso, preferentemente de entre 2 y 8 partes en peso y mas preferentemente de entre 4 y 6 partes en peso, por cada
100 partes en peso de la cantidad total de los componentes (A) a (C).

Ademas, la composicion portadora para la administracion de ARNip de la invencion puede contener una base
aceitosa, en caso necesario. Mediante la inclusién de una base aceitosa y utilizando sus caracteristicas resulta
posible controlar la eficiencia del ARNip que debe introducirse con la composicion portadora para la administracion.
Por ejemplo, el ajuste de la gravedad especifica de la composicién portadora para la administracion de ARNip
mediante la inclusion de la base aceitosa controla el contacto entre el ARNip y la composicion portadora para la
administracion de ARNip y permite mejorar la eficiencia de introduccién in vitro. Ademas, por ejemplo, mediante la
inclusién de un compuesto con una funcién sensible a la temperatura como la base aceitosa, puede inducirse la
fluctuacion sobre una superficie celular debido a la alteracion nuclear de una composicion portadora de ARNip bajo
unas condiciones de temperatura dadas, permitiendo de esta manera mejorar la eficiencia de introduccion del
ARNip. Ademéds, por ejemplo mediante la inclusion de un compuesto con una propiedad de alteracion de
estimulacion externa como la base aceitosa, puede inducirse la fluctuacién sobre la superficie celular debido a la
alteracién nuclear de una composicion portadora de ARNip causada por estimulacién externa, permitiendo de esta
manera mejorar la eficiencia de introduccion del ARNip.

Entre los ejemplos de la base aceitosa incluida en la composicién portadora para la administracion de ARNip de la
presente invencion se incluyen perfluorocarbono, perfluoropentano, bromuro de perfluorooctilo, perfluorohexano,
perfluorotributilamina, aceite de soja, aceite de soja refinado, aceite de soja endurecido, aceite de soja no
saponificado, escualeno, aceite de ricino, aceite de clavo, trioleato de sorbitan, aceite de trementina, aceite de
cartamo, acido graso de aceite de cartamo, acido oleico, aceite de coco, aceite de colza, aceite de camelina, aceite
de oliva, aceite de linaza, aceite de sésamo, aceite de clorofila, aceite de croton, 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 limén, aceite de semilla de algodén, aceite de yema de huevo, aceite de rosa, aceite de pino,
aceite de almendra, aceite de cacahuete, aceite de camelia, aceite de alcanfor blanco, aceite de manzanilla, aceite
de canela, aceite de hierbabuena, aceite de maiz esterificado, aceite de pan, aceite de Anthemis nobilis, aceite de
serpiente, aceite de menta verde, aceite de girasol, manteca de cacao, aceite de germen de trigo, aceite de oxido de
cinc, aceite endurecido, aceite vegetal hidrogenado, parafina liquida ligera, parafina liquida, triglicérido de acido
graso de cadena intermedia, aceite de visén, aceite de piel de naranja, aceite de ricino-polioxietileno, aceite de ricino
endurecido polioxietileno, aceite de ricino endurecido polioxietileno 10, aceite de ricino endurecido polioxietileno 100,
aceite de ricino endurecido polioxietileno 20, aceite de ricino endurecido polioxietileno 40, aceite de ricino endurecido
polioxietileno 5, aceite de ricino endurecido polioxietileno 50, aceite de ricino endurecido polioxietileno 60, aceite de
ricino polioxil 35 y aceite de proceso. De dichas bases aceitosas, el perfluoropentano presenta una sensibilidad a la
temperatura y también presenta la caracteristica de que se volatiliza a 29,5°C. Ademas, el perfluorohexano, el
bromuro de perfluorooctilo y la perfluorotributilamina presentan la propiedad de alteracién de estimulacién externa y
la caracteristica de que se genera cavitacion en el nicleo de la composicion portadora mediante estimulacion
externa, tal como la estimulacion causada por la irradiacion con ultrasonidos, provocando de esta manera la
alteracion nuclear.

En el caso de que la composicion portadora para la administracion de ARNip contenga la base aceitosa, la
proporcion de la misma no se encuentra limitada especificamente con la condicién de que los efectos de la invencién
no resulten afectados adversamente. La proporcién de la base aceitosa es de entre 0,1 y 50 partes en peso,
preferentemente de entre 1 y 30 partes en peso, y mas preferentemente de entre 5 y 20 partes en peso, por cada
100 partes en peso de la cantidad total de los componentes (A) a (C).

Ademads, la composiciéon portadora para la administracion de ARNip de la invencion puede contener un lipido
fusogénico de membrana. Entre los ejemplos del lipido fusogénico de membrana se incluyen
dioleoilfosfatidiletanolamina, dioleoilfosfatidilcolina, transfosfatidilfosfatidiletanolamina, 1,2-bis(10,12-tricosadinoil)-
fosfoetanolamina, 1,2-dielaidoilfosfoetanolamina, 1,2-dihexadecilfosfoetanolamina, 1,2-dihexanoilfosfoetanolamina,
1,2-dilauroilfosfoetanolamina, 1,2-dilinoleoilfosfoetanolamina, 1,2-dimiristoilfosfoetanolamina, 1,2-
dioleoilfosfoetanolamina, 1,2-dipalmitooleoilfosfoetanolamina, 1,2-dipalmitoilfosfoetanolamina, 1,2-
difitanoilfosfoetanolamina, 1,2-diestearoilfosfoetanolamina, 1-palmitoil-2-oleoilfosfoetanolamina, 1-palmitoil-2-(10,12-
tricosadinoil)fosfoetanolamina, 1,2-dioleoilfosfoetanolamin-N-caproilamina, 1,2-dipalmitoilfosfoetanolamin-N-
caproilamina, 1,2-dioleoilfosfoetanolamin-N,N-dimetilo, 1,2-dipalmitoilfosfoetanolamin-N,N-dimetilo, 1,2-
dipalmitoilfosfoetanolamin-N-dodecanoilo, 1,2-dioleoilfosfoetanolamin-N-dodecanoilo, 1,2-dioleoilfosfoetanolamin-N-
dodecanilamina, 1,2-dipalmitoilfosfoetanolamin-N-dodecanilamina, 1,2-dioleocilfosfoetanolamin-N-glutarilo, 1,2-
dipalmitoilfosfoetanolamin-N-glutarilo,  1,2-dioleoilfosfoetanolamin-N-lactosa, 1,2-dioleoilfosfoetanolamin-N-[4-(p-
maleimidometil)ciclohexan-carboxilato],  dipalmitolilfosfoetanolamin-N-[4-(p-maleimidometil)ciclohexan-carboxilato],
1,2-dipalmitoilfosfoetanolamin-N-[4-(p-maleimidofenil)butiramida], 1,2-dioleoilfosfoetanolamin-N-[4-(p-
maleimidofenil)butirato], 1,2-dioleoilfosfoetanolamin-N-metilo, dipalmitoilfosfoetanolamin-N-metilo, 1,2-
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dioleoilfosfoetanolamin-N-[3-(2-piridilditio)propionato],  1,2-dipalmitoilfosfoetanolamin-N-[3-(2-piridilditio)propionato],
1,2-dioleoilfosfoetanolamin-N-(succinilo) y 1,2-dipalmitoilfosfoetanolamin-N-(succinilo). De estos lipidos fusogénicos
de membrana, la dioleoilfosfatidiletanolamina preferentemente se utiliza en la composicion portadora para la
administracion de acidos nucleicos de la invencion.

En el caso de que la composicion portadora para la administracion de ARNip contenga el lipido fusogénico de
membrana, la proporcion del lipido fusogénico de membrana no se encuentra limitada especificamente con la
condicion de que los efectos de la invencion no resulten afectados adversamente. La proporcion del lipido
fusogénico de membrana es de entre 1 y 500 partes en peso, preferentemente de entre 10 y 250 partes en peso, y
mas preferentemente de entre 25 y 100 partes en peso, por cada 100 partes en peso de la cantidad total de los
componentes (A) a (C).

La composicion portadora para la administracion de ARNip de la invencion puede contener diversos aditivos, tales
como agentes isotonicos, excipientes, diluyentes, espesantes, estabilizadores, tampones y conservantes, y
vehiculos acuosos tales como agua purificada, una solucién acuosa de sacaridos, una solucién tampén, una
solucion salina fisiolégica, una solucién acuosa de polimero y agua sin ARNasa, segun su forma. Las cantidades de
los aditivos y vehiculos acuosos puede fijarse apropiadamente segun la forma del portador para la administracion de
ARNip.

La formacién de la composicion portadora para la administracion de ARNip de la invenciébn no se encuentra
especificamente limitada con la condicion de que pueda incluir el ARNip diana que debe administrarse en las
células, y la composicion preferentemente se encuentra en la forma de un liposoma.

En el caso de que la composicidn portadora para la administracion de ARNip de la invencion se encuentre en forma
liposémica, los componentes (A) a (C) y otros lipidos, que se afiaden opcionalmente, forman una membrana
liposémica. En el caso de que se forme el liposoma, puede ser en forma de vesiculas unilamelares pequefas (VUP),
vesiculas unilamelares grandes (VUG) o vesiculas multilamelares (VML). Ademas, el diametro de particula puede
fijarse apropiadamente segun el tipo de células que debe administrarse, por ejemplo, el diametro de particula es de
entre 20 y 100 nm para las VUP, de entre 200 y 1.000 nm para las VUG y de entre 400 y 3.500 nm para las VML. El
diametro de particula se determina utilizando un método de dispersion dindmica de la luz.

La produccién del liposoma y el ajuste de su didmetro de particula se implementan segin métodos que son
conocimientos comunes para el experto en la materia. Mas concretamente, el liposoma puede formarse utilizando
una fase aceite que contenga los componentes (A) a (C) y una fase acuosa (vehiculo acuoso) mediante un método
de pelicula delgada, un método de evaporacion de fase inversa, un método de infusion de éter, un método de
surfactante y un método de calentamiento. Ademas, el diametro de particula puede ajustarse utilizando un método
de extrusién, un método de prensa francesa y un método de homogeneizacion.

La composicion portadora para la administracion de ARNip de la invencion se prepara mediante la mezcla de los
componentes (A), (B) y (C) y, en caso necesario, otros componentes, y formando apropiadamente la mezcla en una
preparacion segun la forma deseada.

Composicién para la administracién de ARNip

La composicion para la administracion de ARNip de la invencidon contiene una composicion portadora para la
administracion de ARNip y ARNip. De esta manera, la composicion para la administracién de ARNip se utiliza para
introducir el ARNip contenido en la composicién dentro de las células, que se convierten en la diana de
administracion.

En el caso de que la composicion portadora para la administracion de ARNip se encuentre en forma liposémica, en
la composicion para la administracion de ARNip, el ARNip puede existir en un estado incluido en la fase acuosa del
liposoma, o en un estado unido al interior o exterior de una membrana liposémica mediante un enlace i6nico o
hidréfobo. Ademas, en el caso de que la composicién portadora para la administracién de ARNip no se encuentre en
forma liposémica, en la composicion para la administracion de ARNip, Unicamente resulta necesario formar un
complejo del ARNip con componentes de la composicién portadora para la administracion de ARNip mediante un
enlace i6nico o hidréfobo.

La composicién para la administracion de ARNip de la invencion se prepara mediante la mezcla de la composicion
portadora para la administraciéon de ARNip y ARNip, y la conformacion de la mezcla en una forma deseada, o la
produccion mediante la mezcla de ARNip y componentes de las composiciones portadoras para la administracion de
ARNIip en cualquier orden.

En la composicion para la administracién de ARNip de la presente invencion, la proporcion de mezcla del ARNip y la
composicion portadora para la administracion de ARNip varia segun el tipo de ARNip, la composicion portadora para
la administracién de ARNip utilizada y el tipo de células de la diana de administracion. La proporcion de ARNip es de
entre 1,0x10° y 1,0 partes en peso, preferentemente de entre 1,0x10™ y 1,0x10™ partes en peso, y mas
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preferentemente de entre 1,0x10° y 1,0x10” partes, por cada 100 partes en peso de la cantidad total de los
componentes (A) a (C) contenidos en la composicién portadora para la administracion de ARNip.

Ademaés, la cantidad total de los componentes (A) a (C) contenidos en la composicion para la administracion de
ARNIip es de entre 10% y 90% en peso, preferentemente de entre 30% y 80% en peso, y mas preferentemente de
entre 40% y 60% en peso, basado en la cantidad total de la composicion.

La composicion portadora para la administracion de ARNip de la invencion puede contener diversos aditivos, tales
como agentes isoténicos, excipientes, diluyentes, espesantes, estabilizadores, agente tamponador y conservantes, y
vehiculos acuosos tales como agua purificada, una solucidon acuosa de sacaridos, un tampdn, una solucién salina
fisiolégica, segun su forma. Las cantidades de los aditivos y vehiculos acuosos pueden fijarse apropiadamente
segun la forma del portador para la administracion de acidos nucleicos.

En la invencion, entre los ejemplos de las células en las que se administra ARNip se incluyen células en cultivo,
células separadas a partir de organismos vivos (incluyendo lineas celulares establecidas) y células presentes en
organismos vivos, tales como seres humanos.

La forma de la composicién para la administracion de ARNip de la invencion no se encuentra limitada
especificamente con la condicion de que se utilice una cantidad correcta de la composicion para la administracion de
ARNip de manera que se ponga en contacto con las células diana en las que se ha introducido el ARNip. En el caso
de que el ARNip se administre en células presentes en organismos vivos, tales como seres humanos, entre los
ejemplos de la aplicacion se incluyen la infusion directa en tejidos; las inyecciones intravenosa, subcutanea,
intramuscular, intraperitoneal, intraocular, digestiva organica y endodoéntica; la administracion por inhalacién en la
cavidad nasal, la cavidad bucal y los pulmones; la administracién oral; la administracién percutanea a través de la
piel; y la administracion mucosa a través de la membrana mucosa oral, la membrana mucosa vaginal, la membrana
mucosa ocular, la membrana mucosa rectal y la membrana mucosa uterina. Alternativamente, en el caso de que se
administre el ARNip en las células separadas a partir de organismos vivos y células en cultivo, se ejemplifica un
método de cultivo de células en presencia de una cantidad apropiada de la composicién para la administracion de
ARNIip afiadida antes de la incubacién. Ademas, en el caso de que el ARNip se administre en las células separadas
a partir de organismos vivos o células en cultivo, el ARNip también puede administrarse en las células incluso en
presencia de suero.

La cantidad de la composicion para la administracion de ARNip de la invencion aplicada en las células diana de
administracion se determina segin el tipo de ARNip utllizado, el tipo de composicion portadora para la
administracion de ARNip utilizado y el tipo de células diana. Por ejemplo, en el caso de que la diana de
administracion sean células en seres humanos, la cantidad terapéuticamente eficaz de la composicion para la
administracion de ARNip de la invencion se administra en el paciente del que se espera la ganancia terapéutica
mediante la administracion del ARNip.

Ejemplos

A continuacion se describe en detalle la invencién basandose en ejemplos y similares, aunque la invencion no se
encuentra limitada a los mismos. En los ejemplos siguientes, la diestearoilfosfatidilcolina se abrevia como "DSPC", la
dipalmitoilfosfatidilcolina se abrevia como "DPPC" y la dimiristoilfosfatidilcolina se abrevia como "DMPC". En los
ejemplos de ensayo 1 y 2 siguientes, se utiliz6 como ARNip el ARNip-GL3 (ARNip de luciferasa de luciérnaga,
Dharmacon Co., Boulder, CO, USA; cadena de sentido: 5'-CUUACGCUGAGUACUUCGAdTdT; cadena antisentido:
5'-UCGAAGUACUCAGCGUAAGTAT). En el ejemplo de ensayo 3, se utilizé como ARNip el ARNip-MMP-9 humano
(Samchully Pharm., Co., Ltd., Corea; cadena de sentido: 5-CCAACUAUGACCAGGAUAAITAT-3', cadena
antisentido: 5'-UUAUCCUGGUCAUAGUUGGATAT-3').

Ejemplo 1

Preparacion de composicién portadora gue contiene DSPC para la administracion de ARNip

Se pesd DSPC, colesterol y estearilamina en una proporcion molar de 7:3:1 y después se disolvieron en cloroformo
utilizando un matraz de recuperacion. La solucion se seco bajo presién reducida utilizando un evaporador giratorio,
formando una membrana lipidica delgada. Tras afiadir agua tratada con DEPC (fabricada por Ambion Co., agua sin
ARNasa) a la solucién de manera que su concentracion de DSPC fuese de 30 mg/ml, se ajustd el diametro de
particula de la solucion resultante pasandola a través de una membrana con un diametro de poro de 100 nm
utilizando un extrusor, a fin de preparar una composicion portadora para la administracion de ARNip en forma
lipos6mica catidnica.
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Ejemplo 2

Preparacion de composicién portadora gue contiene DPPC para la administracion de ARNip

Analogamente al ejemplo 1, excepto en que se utilizé DPPC en lugar de DSPC, se prepard una composicion
portadora para la administracion de ARNip en una forma liposémica catiénica.

Ejemplo 3

Preparacion de composicién portadora gue contiene DMPC para la administracion de ARNip

Analogamente al ejemplo 1, excepto en que se utiliz6 DMPC en lugar de DSPC, se prepard una composicion
portadora para la administracion de ARNip en una forma liposémica cationica.

Ejemplo 4

Preparacion de composicién portadora gue contiene DSPC para la administracion de ARNip

Se preparé una solucién que contenia ARNip a una concentracion de 2 uM (solucién de ARNip) utilizando una
solucion preparada mediante la dilucion de 20 x tampén Tris-EDTA (TE) (fabricado por Invitrogen Co.) 20 veces con
agua tratada con DEPC (fabricada por Ambion Co., agua sin ARNasa). A continuacion, se mezclé una cantidad igual
de la composicién portadora para la administracién de acidos nucleicos del ejemplo 1 y la soluciéon de ARNip para
formar un lipoplejo (complejo), obteniendo de esta manera una composicion para la administracién de ARNip.

Ejemplo 5

Preparacion de composicién portadora gue contiene DPPC para la administracion de ARNip

Se preparé una solucién que contenia ARNip a una concentracion de 2 uM (solucién de ARNip) utilizando una
solucion preparada mediante la dilucion de 20 x tampén Tris-EDTA (TE) (fabricado por Invitrogen Co.) 20 veces con
agua tratada con DEPC (fabricada por Ambion Co., agua sin ARNasa). A continuacion, se mezclé una cantidad igual
de la composicién portadora para la administracion de ARNip del ejemplo 2 y la soluciéon de ARNip para formar un
lipoplejo (complejo), obteniendo de esta manera una composicién para la administracién de ARNip.

Ejemplo 6

Preparacion de composicién portadora gue contiene DMPC para la administracion de ARNip

Se preparé una solucién que contenia ARNip a una concentracion de 2 uM (solucién de ARNip) utilizando una
solucion preparada mediante la dilucion de 20 x tampén Tris-EDTA (TE) (fabricado por Invitrogen Co.) 20 veces con
agua tratada con DEPC (fabricada por Ambion Co., agua sin ARNasa). A continuacion, se mezclé una cantidad igual
de la composicién portadora para la administracién de acidos nucleicos del ejemplo 3 y la solucion de ARNip para
formar un lipoplejo (complejo), obteniendo de esta manera una composicion para la administracion de ARNip.

Ejemplo de ensayo 1: ensayo de evaluacion de la seg  uridad para las células

La evaluacion se llevd a cabo utilizando un ensayo de MTS. Para el ensayo de MTS se utiliz6 un ensayo de
proliferacién celular en solucion CellTiter 96 Aqueous One fabricado por Promega Co. Concretamente, se inocularon
células A594 (ATCC, USA) a razén de 3,16x10" células/pocillo en 200 pl de medio de Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM) que contenia suero de feto bovino (FBS) al 10% en volumen en una placa de 96 pocillos y se
incubaron a 37°C durante 24 horas. Tras enjuagar con una solucion salina tamponada de Hank (HBSS) 3 veces, se
cambié el medio a DMEM sin FBS y después se afiadieron 20 pl de cada una de las composiciones para la
administracion de acidos nucleicos de los ejemplos 4 a 6 a cada pocillo y se incubaron a 37°C bajo 5% de CO;
durante 4 horas. A continuacion, se cambi6 el sobrenadante de cultivo en los pocillos a DMEM con FBS al 10% en
vol. y se incubé nuevamente a 37°C bajo 5% de CO; durante 20 horas. Se afadieron a cada pocillo 20 pl de un
reactivo de MTS (metanotiosulfonato) y 100 pl de un medio DMEM con FBS al 10% en volumen, se incubaron
durante 2 horas, seguido de la determinacion de la absorbancia a 492 nm vy el calculo posterior de la viabilidad
celular. Se calcul6 la viabilidad celular fijando como 100% la absorbancia a 492 nm determinada sin adicion de la
composicion para la administracion de acidos nucleicos incubada bajo las condiciones anteriormente indicadas.

Se muestran los resultados en la figura 1. Tal como se muestra en la figura 1, resultdé evidente que todas las
composiciones para la administracion de ARNip de los ejemplos 4 a 6 presentaban una citotoxicidad reducida y una
seguridad elevada. En particular, se confirmé que la seguridad era significativamente elevada en las composiciones
para la administracion de ARNip utilizando DSPC o DPPC como la diacilfosfatidilcolina (ejemplo 4 o 5).
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Ejemplo de ensayo 2: ensayo de evaluacion de la efi  ciencia de administracion de ARNp en las células

Se evalud la introduccion intracelular de ARNip mediante la medicion de la intensidad de fluorescencia de ARNip
marcado con FITC utilizando la citometria de flujo. En el presente ensayo, se utiliz6 una composicion para la
administracion de &cidos nucleicos preparada con ARNip premarcado con FITC. Concretamente, se inocularon
células A594 (ATCC, USA) a razén de 5x10° células/pocillo en 500 pl de DMEM con FBS al 10% en vol. en una
palca de 24 pocillos y se incubaron a 37°C bajo 5% de CO- durante 24 horas. Tras enjuagar tres veces con HBSS,
se cambid el medio a DMEM que no contenia FBS y después se afiadieron 0,05 ml de cada una de las
composiciones para la administracién de acidos nucleicos de los Ejemplos 4 a 6 a cada pocillo y se incubaron a
37°C bajo 5% de CO; durante 4 horas. A continuacion, el sobrenadante de cultivo en los pocillos se cambié a DMEM
con FBS al 10% en vol. y nuevamente se incubd a 37°C bajo 5% de CO- durante 20 horas. Cada pocillo se enjuago
con HBSS una vez y se afadieron 0,2 ml de CellScrubBuffer (Gene Therapy Systems, Inc.), seguido de la
incubacién a 37°C bajo 5% de CO, durante 15 minutos. Nuevamente se enjuagaron los pocillos con HBSS 2 veces y
se desengancharon células adheridas al fondo del pocillo utilizando tripsina y se recogieron mediante centrifugacion
y después las células resultantes se suspendieron en HBSS. Se filtro la suspension a través de una membrana con
un diametro de poro de 41 um. Se midio la intensidad de fluorescencia de las células utilizando citometria de flujo a
las 2 horas y 24 horas después de la adicion de las composiciones para la administracion de acidos nucleicos. A
modo de control también se midi6 de la manera indicada anteriormente la intensidad de fluorescencia de una
composicion de control para la administracién de acidos nucleicos obtenida mediante la mezcla de una solucién de
Lipofectamina 2000™ (Invitrogen) utilizada con frecuencia como vector génico disponible comercialmente, diluido
con medio OptiMEM a 0,1 mg/ml, y solucién de ARNip diluida con tampén TE a una concentracion de 2 uM en una
proporcion de volimenes de 1:1.

Se muestran los resultados en la figura 2. A partir de dichos resultados, se confirm6 que la ARNip se incorporaba en
las células en cualquier caso de composicion para la administracion de ARNip de los ejemplos 4 a 6. En particular,
en las composiciones para la administracion de &cidos nucleicos utilizando DSPC o DMPC como la
diacilfosfatidilcolina (ejemplos 4 y 6), se puso de manifiesto que la introduccion de ARNip 2 horas después de la
adicion era significativamente elevada en comparacion la Lipofectamina™ 2000 utilizada con frecuencia como vector
génico disponible comercialmente y que las composiciones presentaban caracteristicas favorables de excelente
accion rapida.

Ademas, se produjo un portador para la administracién de ARNip con una concentracion de DSPC de entre 7,5y 30
mg/ml de la misma manera que en el Ejemplo 1, utlizando DSPC, colesterol y estearilamina
(DSPC:colesterol:estearilamina=7:3:1 en proporcion molar, en lo sucesivo denominado colectivamente "lipido
constituyente del portador para la administracion de ARNip"). Se formd un lipoplejo (complejo) mediante la mezcla
de una cantidad igual de dicho portador para la administracién de ARNip y tampén TE que contenia ARNip 200 nM y
la composicion para la administracion de ARNip. Mediante la utilizacién de la composicion para la administracién de
ARNip preparada de esta manera, se evalud la introduccion de ARNip en las células de la misma manera que la
indicada anteriormente. Se muestran los resultados en la figura 3. A partir de estos resultados, al modificar la
concentracion del lipido constituyente del portador para la administracion de ARNip, se maodifico
correspondientemente la cantidad de ARNip introducida en las células medidas por la composicion para la
administracion de ARNip. Ademas, se encontré que el lipido constituyente del portador para la administracion de
ARNip mostraba un valor de cantidad de ARNip introducido a las 24 horas de la adiciébn en comparacion 2 horas
después de la adicién a cualquier concentracion y que la desaparicion del ARNip se iniciaba 24 horas después de la
adicioén. Por lo tanto, los resultados también revelan que resulta posible administrar ARNip dentro de las células en
un periodo de tiempo corto, de 2 horas, tras la adicién, mediante la utilizacion de la combinacion de DSPC, colesterol
y estearilamina como portador para la administracién de ARNip y que las composiciones presentan caracteristicas
favorables de excelente accion rapida.

Ejemplo de ensayo 3: ensayo de evaluacion de lainh  ibicion de la induccion del interferon

Se inocularon células A594 (ATCC, USA) a razén de 5x10° células/pocillo en 500 pl de DMEM con FBS al 10% en
vol. en una palca de 24 pocillos y se incubaron a 37°C bajo 5% de CO- durante 24 horas. Tras enjuagar tres veces
con HBSS, se afiadieron a cada pocillo 450 pl de medio DMEM que no contenia FBS; ademas, se afiadieron 50 pl
de la composicion para la administracion de ARNip del ejemplo 4 a cada pocillo y se incubé a 37°C bajo 5% de CO»
durante 4 horas. A continuacion, se cambié el sobrenadante de cultivo en los pocillos por DMEM con FBS al 10% en
vol. y se incubé nuevamente a 37°C bajo 5% de CO- durante 20 horas. Tras enjuagar tres veces con HBSS, las
células adheridas sobre el fondo del pocillo se desengancharon utilizando tripsina y se recogieron mediante
centrifugacion. Se extrajo el ARN de las células resultantes utilizando Rneasy Plus Mini (Qiagen) y después se
obtuvo el ADNc mediante transcripcion utilizando el kit QutantiTect Reverse Transcription (Qiagen). Mediante la
utilizacion del ADNc resultante, el ensayo QutantiTectPrimer (Qiagen) e iCycler iQ (Bio-RAD), se cuantifico el ARNm
de IFIT-1, que es un gen inductor del interfer6n, mediante PCR en tiempo real. A modo de control se cuantifico el
ARNm de IFIT-1 en una composicion de control para la administracién de acidos nucleicos obtenida mediante la
mezcla de una solucién de Lipofectamina 2000™ (Invitrogen), utilizada con frecuencia como vector génico disponible
comercialmente, diluida con medio OptiMEM a 0,1 mg/ml y la solucion de ARNip diluida con tampén TE a una
concentracion de 2 uM en una proporcion de volimenes de 1:1 de la manera indicada anteriormente. A modo de gen
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de mantenimiento para corregir la cuantificacion se utiliz6 ARN 18r. Ademas, a modo de blanco, se cuantificd el
ARNm de IFIT-1 bajo las condiciones anteriormente indicadas sin adicion de la composicion para la administracion
de ARNip.

Se muestran los resultados en la figura 4. La composicién para la administracion de ARNip del ejemplo 4 utilizando
DSPC mostré una induccion significativamente baja de interferon en comparacion con la composicion de control
para la administracién de ARNip utilizando Lipofectamina™ 2000. Los resultados revelaron que resulta posible inhibir
la induccion del interferén, que es un efecto adverso del ARNip, utilizando la composicion para la administracion de
ARNIip de la presente invencion.
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REIVINDICACIONES
1. Composicion para la administracion de ARNip, que comprende:
un ARNip, y
una composicion portadora para la administracion de ARNip, que comprende (A) una diacilfosfatidilcolina, (B) por
lo menos un elemento seleccionado de entre el grupo que consiste en colesterol y lipidos catiénicos que

presentan un esqueleto de colesterol, y (C) una amina primaria alifatica.

2. Composicion para la administracion de ARNip segun la reivindicacién 1, en la que el componente (A) es una
diacilfosfatidilcolina cuya fraccién grupo acilo presenta 4 a 23 atomos de carbono.

3. Composicion para la administracién de ARNip segun la reivindicacion 1 o 2, en la que el componente (B) es el
colesterol.

4. Composicién para la administracion de ARNip segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que el
componente (C) es una alquilamina que presenta 10 a 20 atomos de carbono.

5. Composicion para la administracion de ARNip seguin la reivindicacion 1,

en la que el componente (A) es por lo menos un elemento seleccionado de entre el grupo que consiste en
dimiristoilfosfatidilcolina, dipalmitoilfosfatidilcolina y diestearoilfosfatidilcolina,

el componente (B) es el colesterol, y
el componente (C) es la estearilamina.

6. Composicion para la administracion de ARNip segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que la
proporcidon molar de componente (A):componente (B):componente (C) es 5-9:1-5:1.

7. Composicidon para la administracion de ARNip segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en la que
composicion portadora para la administraciéon de ARNip es una preparacion de liposomas en la que se forma una
membrana liposémica de los componentes (A) a (C).

8. Composicion para la administracion de ARNip segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que es una
preparacion de liposomas.

9. Composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 para la utilizacion en medicina.

10. Composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 para la utilizacion en la inhibicién de la expresion de
un gen diana en células existentes en los organismos vivos.

11. Utilizacién de una composicién portadora que comprende: (A) una diacilfosfatidilcolina, (B) por lo menos un
elemento seleccionado de entre el grupo que consiste en colesterol y lipidos catidnicos que presentan un esqueleto
de colesterol, y (C) una amina primaria alifatica y un ARNip, en la preparacion de una composicién segin cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 10.

12. Procedimiento para la introduccion de un ARNip, que comprende la etapa de introducir el ARNip en células

cultivadas o en células separadas a partir de organismos vivos mediante la puesta en contacto de la composicién
para la administracion de ARNip segun la reivindicacion 1 con las células.
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