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(57) Zusammenfassung

Endosomolytisch wirksames virusihnliches Partikel, das aus Einheiten von Kapsidproteinen von Viren oder virusihnlichen Teilchen
zusammengesetzt ist, wobei die Kapsidproteineinheiten eine membranaktive peptidische Sequenz aufweisen. Die Partikel sind als Bestandteil

von Zusammensetzungen fiir den Transport von Nukleinsiuren in héhere eukaryotische Zellen iiber Rezeptor-vermittelte Endozytose
geeignet.
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ENDOSOMOLYTISCH WIRKSAME PARTIKEL

Die Erfindung bezieht sich auf das Einbringen von

Nukleinsduren in h8here eukaryotische Zellen.

In den letzten Jahren hat der therapeutische Ansatz der
Gentherapie fiir die Behandlung zahlreicher Erkrankungen
an Interesse gewonnen. Die Gentherapie wird eingesetzt,
um in vivo therapeutisch wirksame Genprodukte zu
synthetisieren, wodurch z.B. im Falle eines genetischen
Defekts die Funktion des fehlenden Gens ersetzt wird.
Beispiele fir genetisch bedingte Erkrankungen, bei
denen die Gentherapie einen erfolgversprechenden Ansatz
darstellt, sind Hamophilie, beta-Thalassdmie und
"Severe Combined Immune Deficiency" (SCID), ein
Syndrom, das durch einen genetisch bedingten Mangel des
Enzyms Adenosindeaminase hervorgerufen wird.
Anwendungsmdglichkeiten bestehen ferner bei der
Immunregulation, mittels einer Impfung eine humorale
oder intrazelluldre Immunitdt erzielt wird. Weitere
Beispiele fiir genetische Defekte, bei denen eine
Verabreichung von Nukleinsdure, die fir das defekte Gen
kodiert, z.B. in individuell auf den Bedarf
abgestimmter Form verabreicht werden kann, sind
Muskeldystrophie (Dystrophin-Gen), Cystische Fibrose
("Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
gene" ), Hypercholesterol&dmie (LDL-Rezeptor-Gen).
Gentherapeutische Behandlungsmethodén kénnen auch
eingesetzt werden, wenn Hormone, Wachstumsfaktoren oder
cytotoxisch oder immunmodulierend wirkende Proteine im

Organismus synthetisiert werden sollen.

Die Gentherapie stellt ferner einen
erfolgversprechenden Ansatz filir die Behandlung von
Krebs dar, wobei sog. "Krebsvakzine" verabreicht
werden. Um die Immunogenizit&t von Tumorzellen zu
erhdhen, werden diese veréndert, um sie entweder

stdrker antigenisch zu machen, oder um sie zu
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veranlassen, bestimmte immunmodulierende Substanzen zu
erzeugen, z.B. Zytokine, die dann eine Immunantwort
ausldsen. Um dies zu bewirken, werden die Zellen mit
DNA transfiziert, die fir ein Zytokin, z.B. IL-2, IL-4,
IFN-gamma, TNF-a, kodiert. Die am weitesten
fortgeschrittenen Techniken fiir den Gentransfer in

autologe Tumorzellen benilitzen virale Vektoren.

Nukleinsduren als therapeutisch wirksame Substanzen
kommen auBerdem zur Anwendung, um bestimmte
Zellfunktionen zu inhibieren, z.B. haben sich Antisense
RNAs und -DNAs oder Ribozyme als wirksame Mittel fiir
die selektive Inhibierung bestimmter Gensequenzen

erwiesen.

In jingerer Zeit wurden Gentransfersysteme entwickelt,
die die Beschr&nkungen der retroviralen und
adenoviralen Vektoren umgehen und deren
Sicherheitsrisken, die aufgrund des Co-Transfers von
lebensféahigen viralen Genelementen des Ursprungsvirus
bestehen, ausschalten. Diese Gentransfersysteme beruhen
auf Mechanismen, deren sich die Zelle fiir den Transport
von Makromolekiilen bedient, z.B. auf dem &uBerst
leistungsfédhigen Weg der Rezeptor-vermittelten
Endozytose (Wu und Wu, 1987; EP-Al O 388 758;

WO 91/17773, WO 92/17210 und WO 92/19281). Mit Hilfe
dieser Methode, die sich bifunktioneller molekularer
Konjugate bedient, die eine DNA-Bindungsdomine und eine
Domdne mit Spezifitdt fiir einen Zelloberfl&chenrezeptor
aufweisen, konnten hohe Gentransferraten erzielt

werden.

Da der Gentransfer auf physiologischem Weg, wie ihn die
Rezeptor-vermittelte Endozytose mittels Nukleinsdure-
Komplexen darstellt, groBE Vorteile aufweist (nicht-
toxischer Mechanismus des Durchtritts durch die
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Zellmembran:; Moglichkeit der Verabreichung biologisch
aktiver Nukleinsduren, auf repetitiver oder
kontinuierlicher Basis; Mdglichkeit des
zellspezifischen Targeting; Herstellbarkeit der
Konjugate in groBen Mengen), besteht das Bediirfnis,

dieses System effizienter zu machen.

Bei der Anwendung der Gentransfertechniken, die auf dem
Prinzip der Rezeptor-vermittelten Endozytose beruhen,
stellte sich heraus, daB ein limitierender Faktor des
Systems der Abbau des Genmaterials in der Zelle nach
dessen Freisetzung aus den Endosomen ist. Eine
wesentliche Verbesserung des Systems wurde daher durch
eine Technik erzielt, die die F&higkeit von bestimmten
Viren und Viruskomponenten ausniitzt, Endosomen
aufbrechen zu kénnen. Mit Hilfe eines Zusatzes dieser
endosomolytischen Mittel konnte eine erhebliche
Steigerung der Expressionsraten der in die Zelle
importierten Gene erzielt werden (Wagner et al., 1991a
und 1991b; Cotten et al., 1992; Wagner et al., 1992a
und 1992b; Zatloukal et al., 1992; Cotten et al., 1993a
und 1993b; Curiel et al. 1991; WO 93/07283 und

WO 93/07282).

Als endosomolytische Agentien wurden neben Viren oder
Viruskomponenten u.a. synthetische Peptide
vorgeschlagen, die von viralen, pH-abh&ngigen,
membranaktiven Peptiden, wie z.B. dem Influenza A
Hamagglutinin-Fusionspeptid, abgeleitet sind.
Synthetische Transfektionskomplexe, enthaltend entweder
das Influenzapeptid (WO 93/07283, Wagner et al., 1992)
oder verschiedene Peptide auf der Grundlage des GALA-
Peptids (Subbarao et al., 1987; Parente et al., 1990;
und WO 93/07283) zeigten die Brauchbarkeit dieser
Peptide. ’
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Die Anwendung synthetischer membranaktiver Peptide als
endosomolytische Mittel ist jedoch begrenzt. Dies
konnte daran liegen, daB sie in den wahllos
angeordneten chemisch oder ionisch gebundenen
Gentransferkomplexen méglicherweise nicht immer in
einer Form zugdnglich vorliegen, die die Ausiibung ihrer

Funktion erméglicht.

Den zufdllig angeordneten Konjugaten aus synthetischen
Peptiden und Polylysin, die fiir die Komplexierung und
Kondensierung der DNA-Molekiile verwendet wurden, fehlt
eine geordnete dreidimensionale Strukturierung der
endosomolytischen Funktion, wie sie das hinsichtlich
seiner endosomolytischen Aktivitdt duBerst effiziente
Adenoviruspartikels aufweist. Von der endosomolytischen
Aktivitdt des Adenoviruspartikels wird angenommen, daB
sie in der Pentonbasis lokalisiert ist (Seth et al.,
1984), welche in einer definierten Kopienzahl an
spezifischen Stellen auf der Oberfldche des
Viruspartikels vorliegt (Stewart et al., 1993). Diese
organisierte Anordnung kénnte eine Funktion im Hinblick
auf die Erfordernisse fiir den Zusammenbau eines
Viruspartikels haben, sie kénnte aber ebenso eine Rolle
bei der Steuerung der Wechselwirkungen des
membranaktiven Motivs auf den Pentonproteinen mit der

Endosomenmembran spielen.

Der vorliegenden Erfindung lag die Aufgabe zugrunde,
endosomolytische Mittel bereitzustellen, die eine
Verbesserung der Gentransfersysteme iiber Rezeptor-
vermittelte Endozytose ermdglichen, indem sie hohe
Expressionsraten bei weitestgehender Ausschaltung von

Sicherheitsrisken gewdhrleisten.

Bei der Ldsung der gesteliten Aufgabe wurde von der

Uberlegung ausgegangen, Verbesserungen der
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endosomolytischen Eigenschaften der aus dem Stand der
Technik bekannten membranaktiven Peptide dadurch zu
erzielen, daB man sie in einer geordneten Form
zusammenbaut oder anordnet, indem man sie auf einem
Protein anbringt, das die Fdhigkeit hat, sich selbst zu

Teilchen mit geordneten Strukturen zusammenzubauen.

Im Zuge der Realisierung der vorliegenden Erfindung
wurden zunichst die leeren Kapside getestet, wie sie in
normalen Adenovirusinfektionen gefunden werden
(Daniell, 1976). Es zeigte sich, daB leere
Adenoviruskapside keine endosomolytische Fahigkeit
aufweisen; diese diirfte erst durch die proteolytische
Prozessierung, die in einer spdten Phase der
Virusreifung stattfindet, aktiviert werden (Weber,
1976). Diese Annahme ist im Einklang damit, daB ein
Adenovirusstamm, der hinsichtlich der Prozessierung
temperaturenpfindlich ist (Ad2 tsl; Weber, 1976) bei
der restriktiven Temperatur unreife Teilchen
produziert, die nicht féhig sind, die Freisetzung von
co-endozytiertem Material auszuldsen (Defer et al.,
1990). In Vorversuchen zur vorliegenden Erfindung wurde
auBerdem festgestellt, daB diese Partikel nicht die
Fahigkeit haben, den DNA-Transport zu verbessern oder
Liposomen aufzubrechen. Falls dieses bei Adenoviren
beobachtete Merkmal ein allgemeines Charakteristikum
der Virusreifung ist, ist zu erwarten, daB leere
Kapside nicht die endosomolytische Aktivitat der ganzen
reifen Viruspartikel aufweisen.

Die vorliegende Erfindung betrifft ein endosomolytisch
wirksames virusidhnliches Partikel, das aus Einheiten
von Kapsidproteinen, abgeleitet von Kapsidproteinen von
Viren oder virusdhnlichen Teilchen, zusammengesetzt
ist, wobei die Kapsidproféinheiten mit einer

membranaktiven peptidischen Sequenz modifiziert sind.



WO 95/10624 PCT/EP94/03313

Das Gerist der erfindungsgem&Ben Partikel ist ein
leeres Viruskapsid oder ein kapsidartiges Partikel aus
Proteinen von Viren oder virusihnlichen Teilchen, wie
Bakteriophagen oder Hefe-Transposons. Die Proteine, die
das Kapsidgerist bilden, werden im Rahmen der

vorliegenden Erfindung als "Kapsidproteine" bezeichnet.

Die membranaktive Peptidsequenz ist auf den
Kapsidproteineinheiten SO0 angeordnet, daB gewdhrleistet
ist, daB sie am Ort ihrer Wirksamkeit, also in der
Zelle, funktionell'verfﬁgbar ist: die membranaktiven
peptidischen Sequenzen liegen entweder an der
Oberfléche der Partikel frei oder sind in einer Weise
in der Oberfléchenstruktur angeordnet, daB ihre
Freilegung durch Ereignisse in der Zelle, wie
Proteolyse, pH-Wert&nderung oder Anderung des
Redoxpotentials, freigelegt wird. Die membranaktive
Funktion der Peptide, die u.a. durch ihre
Zugénglichkeit bestimmt wird, &uBert sich in ihrer
endosomolytischen Aktivitit. Diese schldgt sich in der
Steigerung der Gentransferkapazitit nieder und kann
mittels Gentransferexperimenten getestet werden.

Leere Kapside von einfachen Viren ohne Hiille sind von
einer Reihe von Viren verfiigbar. Die natiirlichen
Kapside bestehen im allgemeinen aus ein bis drei
Proteinen. Die Herstellbarkeit der Kapsidproteine in
groBen Mengen, z.B. im Baculovirussystem, und deren
Fahigkeit zum Selbstzusammenbau haben die Gewinnung von
virusédhnlichen Partikeln mit geordneten Strukturen,
dhnlich denen des nativen Virus, ermdéglicht. In den
meisten F&llen sind die Partikel frei von Nukleinsé&ure.
(Leere Kapside, die von sich aus endosomolytische
Aktivitdt aufweisen, die éie Aufnahme und die

Expression von in die Zelle transportierter DNA
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verbessert, koénnen als solche ohne weitere Modifikation
des Partikels verwendet werden, wie in der WO 93/07283
vorgeschlagen wurde. Ein Beispiel dafiir sind die leeren
Kapside des Parvovirus Bl19, die z.B. durch

Baculovirusexpression erhalten werden konnen.)

Die erfindungsgemé&Ben Partikel sind von
Kapsidstrukturen abgeleitet, die von sich aus die zur
Steigerung der Effizienz des Gentransfers erforderliche
endosomolytische Aktivitdt nicht oder nicht in

ausreichendem oder gewilinschtem AusmaB aufweisen.

Die das Geriist bildenden Ausgangspartikel k&nnen
natiirlichen Ursprungs sein, in diesem Fall werden sie

insbesondere von Virusinfektionen erhalten.

Vorzugsweise werden die Partikel auf rekombinantem Weg
hergestellt, indem die, gegebenenfalls modifizierten,
Kapsidproteine exprimiert und gereinigt und, falls sie
nicht bereits in assoziierter Form vorliegen,

anschlieBend assoziieren gelassen werden.

Wenn nicht-modifizierte Kapsidproteine exprimiert
werden, kénnen die nach ihrer Assoziation erhaltenen
Partikel, die das Geriist bilden, nachtrédglich an ihrer
Oberfliche mit den membranaktiven Peptiden modifiziert
werden, z.B. auf chemischem Weg durch Kopplung mit
synthetischen membranaktiven Peptiden. Die Kopplung des
membranaktiven Peptids an das Kapsidgeriist kann in fir
die Kopplung von Peptiden an sich bekannter Weise
erfolgen, z.B. auf chemischem Weg, wobei, falls
erforderlich, die Einzelkomponenten vor der
Kopplungsreaktion mit Linkersubstanzen versehen werden.
Die Kopplung kann z.B. egfolgen Uiber Disulfidbriicken,

die unter reduzierenden Bédingungen wieder gespalten
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werden konnen (z.B. bei Kopplung mittels
Succinimidylpyridyldithiopropionat; Jung et al., 1981).

Falls das Kapsid geeignete Kohlenhydratketten aufweist,
kann es mit dem Peptid iliber diese Kohlenhydratketten
verbunden werden. Dabei kann nach der fir die
Herstellung von Glykoprotein-Polykation-Konjugaten in
der WO 92/16281 beschriebenen Methode vorgegangen

werden.

Ein weiteres Verfahren zur Herstellung der
erfindungsgemdBen Partikel ist die enzymatische
Kopplung des membranaktiven Peptids an das Geriistkapsid
durch eine Transglutaminase. Dabei kann nach der in der
WO 93/07283 fiir die Kopplung von Polylysin an
Adenovirus beschriebenen Methode vorgegangen werden.
Voraussetzung hierfiir ist, daB an Proteinen
entsprechende Glutamine oder Lysine vorhanden sind, die

von dem Enzym umgesetzt werden kénnen.

Vorzugsweise werden die erfindungsgem&B8en Partikel
erhalten, indem die modifizierten Kapsidproteine mit

Hilfe rekombinanter Methoden hergestellt werden.

Die Erfindung betrifft somit in einem weiteren Aspekt
ein Verfahren zur Herstellung von endosomolytisch
wirksamen virus&hnlichen Partikeln, wobei man eine fir
ein Kapsidprotein von Viren oder virusdhnlichen
Teilchen kodierende DNA, die mit einer fir ein
membranaktives Peptid kodierenden Sequenz modifiziert
ist, exprimiert und das erhaltene Kapsidprotein, falls

erforderlich, zu Kapsidstrukturen assoziieren laBt.

Die chimdre DNA, die eine fir das Kapsidprotein und
eine fiir das membranaktive Peptid kodierende Sequenz

enthdlt, wird z.B. in mit Baculoviren transformierten
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Insektenzellen, in Hefe oder in Bakterien, exprimiert.
Das erhaltene, durch eine membranaktive Peptiddoméne
modifizierte Kapsidprotein kann z.B. assoziieren
gelassen werden, nachdem die Uberexprimierten
Kapsidproteinmonomeren denaturiert, gereinigt und das
Denaturierungsmittel entfernt wurden. Als
Denaturierungsmittel kommen insbesondere Harnstoff oder
Guanidinhydrochlorid, gegebenenfalls in Gegenwart
milder Detergentien und/oder Reduktionsmittel, in
Betracht. Eine Denaturierung ist dann nicht
erforderlich, wenn sich die modifizierten
Kapsidproteine bereits im Wirtsorganismus zu
Kapsidstrukturen anordnen, wie dies offensichtlich beim
Hefe-Ty-Partikel der Fall ist. In diesem Fall werden
die Wirtszellen mechanisch aufgebrochen und die

fertigen Kapsid-Teilchen geerntet.

Bezliglich des Expressionssystems, von dem eine grofle
Auswahl zur routinemé@Bigen Verwendung zur Verfiligung
steht, bestehen keine Beschrénkungen. Bevorzugt wird
ein System eingesetzt, das die Expression der
modifizierten Kapsidproteine in groBen Mengen
erméglicht; wegen ihrer Effizienz werden im allgemeinen
bakterielle Expressionssysteme bevorzugt. Ein Beispiel
fiir ein im Rahmen der vorliegenden Erfindung geeignetes
bakterielles Expressionssystem ist das von Studier et
al., 1990, beschriebene. Ein Beispiel filir ein
geeignetes Hefe-Expressionssystem ist das von Emr,
1990, beschriebene; auch Baculovirussysteme, die fir
die Herstellung von Kapsidproteinen schon
verschiedentlich herangezogen wurden, sind geeignet
(z.B. O'Reilly etval., 1992). Es konnen konstitutive
oder induzierbare Expressionssysteme verwendet werden.
Durch Auswahl und gegebenenfalls Modifikation von '
vorhandenen Expressionssystemen kann gesteuert werden,

in welcher Form die Kapside erhalten werden, z.B. kann
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eine Verringerung der Expressionsrate die Denaturierung
und anschlieBende Resolubilisierung der Kapsidproteine

iberfliissig machen.

Die rekombinante Herstellung, bei der die Modifikation
der Kapsidproteine im Zuge der Expression der
entsprechend modifizierten DNA erfolgt, hat gegeniiber
der nachtrdglichen Mcdifikation von Kapsiden den
Vorteil, daB die Lage der membranaktiven Dom&nen auf
dem Protein und das Verh&ltnis Kapsidproteine zu

membranaktiven Peptiden exakt definierbar ist.

Bei der rekombinanten Herstellung der modifizierten
Kapsidproteine ist grunds&tzlich zu beachten, daB die
Gegenwart des membranaktiven Peptids, sei es aufgrund
seiner Sequenz oder Anordnung, die F&higkeit der
exprimierten Kapsidproteine, sich zu geordneten
Strukturen zusammenzufiigen, nicht beeintr&chtigt. Diese
Forderung gilt auch hinsichtlich der Stelle im
Kapsidprotein, in die das Peptid eingefiigt ist.

Flir den Fall, daB die Kapside aus mehr als einem
Protein bestehen, kdnnen die Proteine co-exprimiert
werden; z.B. im Fall von zwei Kapsidproteinen durch Co-
Transformation des Wirtsorganismus mit zwei Plasmiden,
die je eine Kapsidprotein-Sequenz tragen, oder durch
Transformation des Wirts mit einem doppelt
rekombinanten Vektor, der die beiden Sequenzen triagt,
wie z.B. fir die Expression des Kapsids des Parvovirus
B19 in Insektenzellen mittels Baculoviren gezeigt wurde
(Brown et al., 1991).

Zu den derzeit verfiligbaren, im Rahmen der vorliegenden
Erfindung verwendbaren Kapsiden, deren Proteine im
Baculovirus~System exprimiert werden und die sich zu

Partikeln zusammensetzen k&nnen, zdhlen das Adeno-
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assoziierte Virus, ein Dependovirus (Ruffing et al.,
1992); "Aleutian Mink Disease Virus", ein autonomes
Parvovirus (Christensen et al., 1993); Flock House
Virus, ein Nodovirus (Schneeman et al., 1993),
Papilloma Virus; Poliovirus (Urakawa et al., 1989);
Norwalk Virus (Jiang et al., 1992) und Polyomavirus.
Beispiele fir weitere Kapsidproteine, die durch
Einfiihren vcn Fremddomidnen modifiziert werden kénnen,
sind das des L-A-Teilchens aus Hefe (Icho und Wickner,
1989; Wickner, 1993), der Bakteriophagen QB, GA, SP und
anderer Phagen der Familie der Leviviridae, und des

Bakteriophagen phi x 174 (Ackerman und DuBow, 1987).

Besonders gute Voraussetzungen bringen das Hefe-Ty-
Teilchen und der MS2-Phage mit: Kingsman et al., 1991,
haben gezeigt, daB geordnete Hefe-Ty-Partikel fir die
immunogene, multivalente Darbietung von Peptiden und
kleinen Proteinen wie HIV gpl20-Epitopen, Hepatitis B-
Antigenen, etc. geeignet sind. Dies ist méglich, weil
das Hauptprctein des Ty-Teilchens, das Produkt des TyA-
Gens, die Fahigkeit besitzt, sich selbst zu 40 nm
groBen isometrischen Partikeln zusammenzusetzen (Burns
et al., 1992). Kingsman et al. haben ein Fragment des
Proteins identifiziert, das fir diese
Selbstzusammenbau-Aktivitdt ausreicht; Peptidsequenzen,
die an den Carboxy-Terminus dieses Proteins angehdngt
werden, liegen an der Oberfldche des zusammengesetzten
Partikels frei. Das MS2-Virus besitzt ein 24 nm quasi-
icosohedrales Kapsid, bestehend aus 180 Kopien des
Haupt-Hiillproteins (13 kd), einer Kopie des
Reifungsproteins (45 kd), und ein 3569 nt RNA-Genom.
MS2 war der erste Organismus, dessen komplettes Genom
sequenziert wurde (Fiers et al., 1976). Die
Kristallstruktur dieses V}rus wurde aufgeklart und
zeigte eine freiliegende B—Haarnadelschleife auf der

Oberfliche jedes der 180 Kapsomeren (Valegard et al.,
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1990). Die nicht-fixierte Struktur dieser Schleife und
deren Freiliegen an der Oberfl&che wurde ausgeniitzt, um
Partikel fiir die Antigenprédsentation zu bilden, indem
Abschnitte aus 11 bis 26 Aminosduren in diese Schleife
eingefiigt wurden (Mastico et al., 1993). Das MS2-
Kapsidprotein toleriert diese Insertionen unter
Beibehaltung seiner F&higkeit, sich zu geordneten
Kapsidstrukturen selbst zusammenzusetzen; das
Kapsidprotein kann in Harnstoff denaturiert werden und
baut sich nach dessen Entfernung zu nativen
virusdhnlichen Strukturen zusammen  (Mastico et al.,
1993). Dadurch wird die Zusammensetzung von Kapsiden,
die an ihrer Oberfl&che zahlreiche Peptidepitope
tragen, erméglicht.

An das Partikel im allgemeinen werden die Anforderungen
gestellt, da3 es eine GréBe von weniger als 100 nm,
vorzugsweise weniger als 50 nm Durchmesser aufweisen
soll, um die Aufnahme mittels Endozytose zu
ermdglichen, daB es frei ist von iiberfliissiger,
insbesondere infektitser Nukleinsdure, die keine
Funktion fir den Gentransfer aufweist, und daB es die
Voraussetzung mitbringt, da8 ihm eine endosomolytische
Aktivitdt (in Form von membranaktiven Peptiden oder
kleinen Proteinen) verliehen werden kann, entweder auf
chemischem Weg oder mittels genetischer Manipulation.

An rekombinant herzustellende Kapside im besonderen
werden die folgenden Anforderungen gestellt:

Das Kapsid soll eine méglichst einfache Struktur,
vorzugsweise bestehend aus maximal drei Untereinheiten,
aufweisen. Die Untereinheiten sollen sich entweder
bereits im Wirtsorganismus, in dem sie exprimiert
werden, von selbst assozi?eren oder, falls sie nach
Uberexpression in unlésliéher Form vorliegen,

resolubilisierbar sein und sich von selbst zu



WO 95/10624 PCT/EP94/03313

(X

Kapsidstrukturen zusammensetzen. Der Einfachheit halber
wird ven Kapsidproteinen ausgegangen, deren Gene in
klonierter Form verfigbar sind, andernfalls muB die
Klonierung erst vorgenommen werden.

Im Hinblick auf die Insertionsstelle fiir die Einfiigung
der membranaktiven Peptidsequenz wird bevorzugt von
Kapsidstrukturen ausgegangen, deren 3D-Struktur
(Kristallstruktur) mittels ROntgenstrukturanalyse
aufgeklért wurde. An den Sequenzbereich im
Kapsidprotein, in dem die Anbringung der membranaktiven
Peptidsequenz vorgenommen wird, wird generell die
Anforderung gestellt, daB er fiir die Ausbildung der
Kapsidstruktur bzw. den Zusammenbau keine Funktion hat
bzw. daB ihre Funktion durch die Einfligung einer
Peptidstruktur nicht behindert wird. Wenn die
Kristallstruktur verfiigbar ist, wird diese bei der
Festlegung der Stelle fiir die Einfiigung der Peptiddomé&ne
herangezogen: Zeigt die Kristallstruktur, daB das Virus
oder virusdhnliche Partikel an seiner Oberflé&che
Schleifen hat, wie z.B. der MSZ2-Phage, so werden
bevorzugt diese Schleifen, die fiir die Ausbildung der
Kapsidstruktur nicht erforderlich sind, fir die
Modifikation herangezogen.

Ist die Kristallstruktur nicht bekannt, kann bei der
Bestimmung der Insertionsstelle empirisch vorgegangen
werden: Aus der Aminosduresequenz kann abgeleitet
werden, ob bestimmte Bereiche gegebenenfalls die
Grundlage fir die Ausbildung von Strukturelementen, wie
o-helikalen oder von B-Faltblattstrukturen, darstellen.
Sofern Informationen iiber Deletionen oder kiinstliche
oder natiirliche Mutationen von Virusproteinen einen
RiickschluB auf die Existenz nicht-konservierter
Regionen zulassen, kénnen die nicht konservierten
Regionen, die fir die Struktur nicht erforderlich sindg,
wie z.B. die Schleifen des MS2-Phagen, fir die

Modifikation benilitzt werden.
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Bei der Auswahl von Kapsidgeriisten und membranaktiven
Peptiden sowie der Bestimmung der Insertionsstelle der
Peptidsequenz fir die Konstruktion der
erfindungsgemdBen Partikel wird z.B. wie folgt
vorgegangen: Die fliir das bzw. die Kapsidprotein(e)
kodierende(n) DNA-Sequenz(en) werden, unter der
Kontrolle geeigneter Expressionskontrollsequenzen, in
einen Vektor eingebracht und in einem geeigneten Wirt
exprimiert. Parallel dazu werden Vektoren zur
Expression gebracht, in denen jeweils die
Kapsidproteinsequenz mit einer fiir ein membranaktives
Peptid kodierenden Sequenz modifiziert ist. Dabei wird
gegebenenfalls zundchst die Insertionsstelle fiir die
Fremdsequenz variiert, um die optimale Stelle zu
ermitteln. Im Zuge der Aufarbeitung der
Expressionsprodukte kénnen die Bedingungen fiir die
Reinigung der Kapsidmonomeren und fiir deren Assoziation
optimiert werden.

Im AnschluB daran wird in einer Serie von
Transfektionsversuchen, in denen als DNA
zweckméBigerweise ein Reportergen eingesetzt wird,
unter ansonsten identischen Transfektionsbedingungen
die F&higkeit der nicht-modifizierten und der mit
verschiedenen membranaktiven Peptiden, die
gegebenenfalls an verschiedenen Stellen des
Kapsidproteins eingefiigt wurden, modifizierten Kapside
getestet, den Transport der Reporter-DNA in die Zelle

zZu verbessern.

Grundsé&tzlich sind sd@mtliche membranaktive Peptide filr
die Herstellung der erfindungsgem&Ben Partikel
geeignet, sofern sie die Bedingung erfiillen, den
Zusammenbau der Kapsidstrﬁkturen nicht zu
beeintréchtigen und dem Partikel in der Zelle die
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endosomolytische Funktion zu verleihen, die die
Steigerung der Gentransfereffizienz mit sich bringt. Zu
geeigneten rambranaktiven Peptiden, die entweder
nachtréaglich an die Ausgangspartikel gekoppelt oder
deren kodierende DNA-Sequenz zur Herstellung chimdrer
Kapsidprotein-DNA verwendet werden kann, z&hlen z.B.
die von Subtarao et al., 1987; Parente et al., 1990 und
von Wagner et al., 1992, beschriebenen Peptide'sowie
die natilirlichen und synthetischen membranaktiven
endosomolytisch wirksamen Peptide, die in der

WO 93/07283 beschrieben sind.

Die Eignung der Hefe-Ty-Partikel, Fremdpeptide an der
Oberfléache zu prdsentieren, wurde im Rahmen der
vorliegenden Erfindung ausgenutzt, um, ausgehend von
Hefe-Ty-Elementen (Boeke et al., 1988), genetisch
modifizierte Partikel zu erhalten, die auf ihrer
Oberflache membranaktive Peptide aufweisen.

Die Erfindurng betrifft somit in einem bevorzugten
Aspekt ein Hefe-Ty-Partikel, zusammengesetzt aus TyA-
Protein-Einheiten, die mit einer membranaktiven

Peptidsequenz modifiziert sind.

In einer bevorzugten Ausgestaltung ist das Ty-Partikel
mit der Peptidsequenz Glu Ala Ala Leu Ala Glu Ala Leu
Ala Glu Ala Leu Ala Glu His Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu
Ala Leu Glu Ala Leu Ala Ala (GALA) modifiziert, die
sich am Carboxy-Terminus des TyA-Proteins befindet.

In einer weiteren bevorzugten Ausgestaltung ist das Ty-
Partikel mit der Peptidsequenz Gly Leu Phe Glu Ala Ile
Glu Gly Phe Ile Glu Asn Gly Trp Glu Gly Leu Ala Glu Ala
Leu Ala Glu Ala Leu Glu Ala Leu Ala Ala Gly Gly Ser
modifiziert, die sich amabarboxy—Terminus des TyA-

Proteins befindet.
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Die erfindungsgemdBen Hefe-Ty-Partikel werden erhalten,
indem man eine DNA, kodierend fir das TyA-Protein, das
am Carboxy-Terminus eine membranaktive Peptid-Sequenz
aufweist, exprimiert, die Wirtszellen aufschlieBt und
die Kapside erntet. Die Expression der modifizierten
TyA-Sequenz, z.B. in Hefe oder Bakterien, liefert
modifizierte Ty-Partikel, die aufgrund ihrer Gré&Be und

Dichte gereinigt werden ko&nnen.

Die gereinigten endosomolytischen Ty-Partikel wurden im
Rahmen der vorliegenden Erfindung biotinyliert und mit
Streptavidin-Polylysin und Transferrin-Polylysin sowie
der in die Zelle zu transportierenden DNA zu terndren

Transfektionskomplexen vereinigt.

Alternativ wurden die endosomolytischen Ty-Partikel
mittels Transglutaminase direkt mit Polylysin gekoppelt
und mit Transferrin-Polylysin-Konjugaten und der DNA zu

terndren Transfektionskomplexen vereinigt.

Ferner wurde ihm Rahmen der vorliegenden Erfindung die
Toleranz des MS2-Phagen fiir die Insertion von
Fremdsequenzen in die zwischen den PB-Faltbl&ttern
gelegene Schleife in der N&he des N-Terminus des MS2-
Kapsidproteins ausgeniitzt, indem seine Kapsidproteine
modifiziert wurden, um membranaktive Peptidsequenzen

auf seiner Oberfladche zu exprimieren.

Eine weitere bevorzugte Ausfiihrungsform der
vorliegenden Erfindung ist somit ein MS2-Partikel,
zusammengesetzt aus MS2-Kapsidprotein-Einheiten, die
mit einer membranaktiven Peptidsequenz modifiziert

sind.
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Vorzugsweise ist das membranaktive Peptid in der B-
Haarnadelschleifenregion zwischen Aminos&urs 11 (Asp)
und Aminosdure 17 (Asp), insbesondere zwischen
Aminosdure 14 (Gly) und 15 (Thr) des MS2-Kapsidproteins

eingefiigt.

Eine weitere mogliche Insertionsstelle fir dcas
membranaktive Peptid liegt in der C-terminalen Region

des MS2-Kapsidproteins.

In einer bevorzugten Ausgestaltung der Erfindung ist
das endosomolytische MS2-Partikel mit der Peptidsequenz
GALA, die zwischen Aminosdure 14 und Aminos&ure 15 des
MS2-Kapsidproteins eingefiigt ist, modifiziert.

Die erfindungsgemdBen MS2-Partikel werden bevorzugt
erhalten, indem die durch Einfiligung der fir das
membranaktive Peptid kodierende Sequenz modifizierte
Kapsidprotein-DNA exprimiert, und das erhaltene
modifizierte Kapsidprotein denaturiert und unter
Entfernung des Denaturierungsmittels assoziieren

gelassen wird.

Die gereinigten endosomolytischen MS2-Partikel wurden
im Rahmen der vorliegenden Erfindung biotinyliert und
mit Streptavidin-Polylysin und Transferrin-Polylysin
sowie der in die Zelle zu transportierenden DNA zu

Komplexen vereinigt.

In einer bevorzugten Ausfihrungsform weisen die
erfindungsgemédBen Partikel zus&tzlich zu dem/den
membranaktiven Peptid(en) eine Peptidsequenz mit der
Funktion eines Liganden fir die Zielzelle auf. Damit
wird dem erfindungsgeméBen Partikel neben seiner
endosomolytischen Funktion eine

Internalisierungsfunktion verliehen; diese



WO 95/10624 PCT/EP94/03313

18

Peptidsequenz wird im folgenden "Ligandenpeptid"

bezeichnet.

Das am besten charakterisierte Ligandenpeptid ist die
Arginin-Glycin-Asparaginsdure-Sequenz (RGD), die in
verschiedenen Integrin-bindenden
Zelladhésionsproteinen, wie Fibronektin, Fibrinogen,
von Willebrand Faktor und Vitronektin (Pierschbacher
und Ruoslahti, 1984; 1987), gefunden wurde. Von einem
RGD-Motiv, das in der Pentonbasis von Adenovirus Typ 2
und Typ 5 vorhanden ist, wurde gezeigt, daB es bei der
Internalisierung des Virus eine Rolle spielt (Wickham
et al., 1993). Von einer synthetischen, eine Disulfid-
Briicke enthaltenden, in ihrer Struktur fixierten
Version der RGD-Sequenz, die das Muster Cys-(Xaa)g-Cys
beniitzt, wobei die sechs Aminosduren neben der RGD-
Sequenz drei andere Aminosduren entsprechend den von
Pierschbacher und Ruoslahti, 1987, und O0'Neil et al.,
1992, definierten Regeln enthalten, wurde festgestellt,
daB sie eine um drei Gr&Benordnungen h&here Affinitat
fir ein Integrinsubstrat aufweist als eine nicht-
fixierte Version der Sequenz (O'Neil et al., 1992).
Eine fir dieses Motiv kodierende Sequenz wurde auch in
das M13-Gen III eingefithrt, um es an der Oberfl#che des

filamentSsen Phagen zu prisentieren.

Eine derartige kurze, das RGD-Motiv enthaltende
Ligandenpeptidsequenz kann in Kapsidproteine eingefiigt
werden, um erfindungsgeméBe Partikel zu erhalten, die

auf ihrer Oberfldche ein zellbindendes Motiv aufweisen.

Die Féhigkeit z.B. des MS2-Kapsidproteins, sich aus
Harnstoff-denaturierten Monomeren selbst
zusammenzusetzen, kann auch dazu ausgenitzt werden,
MS2-Partikel herzustellen, die mehr als eine

Fremddoméne aufweisen. Voraussetzung dafiir ist auch in
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diesem Fall, daB diese Insertionen die Fahigkeit der
Partikel zum Selbstzusammenbau nicht beeintr&chtigen.
Um ein erfindungsgemdBes Partikel zu erhalten, das
einerseits eine membranaktive Domine (z.B. das GALA~-
Motiv) und andererseits eine zellbindende Domdne (z.B.
das RGD-Motiv) aufweist, wird vorzugsweise so
vorgegangen, daB einerseits Kapsidmonomere mit einer
membranaktiven Modifikation und andererseits solche mit
einer Ligandenmodifikation hergestellt werden, und die
beiden unterschiedlich modifizierten, denaturierten
Monomeren in einem definierten Mengenverh&ltnis
gemischt und das Denaturierungsmittel entfernt wird, um
die Assoziation der modifizierten Proteine zu

virus&hnlichen Partikeln zu ermdglichen.

Alternativ zu dem RGD-Motiv k&nnen andere
Ligandenpeptide in die Kapsidmonomeren eingefiihrt
werden; Beispiele dafir sind kleine
Peptidwachstumsfaktoren und Hormone, wie das
EGF(Epidermal Growth Factor)-Peptid , Insulin, das co-
stimulatorische Molekiil HSA "Heat Stable Antigen" (Kay
et al., 1990), ferner Peptide von sog. Superantigenen,
kodiert vom Maus-Mammatumor-Virus (Torres et al.,
1993).

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform sind die
erfindungsgemdBen Partikel mit einer Nukleins&ure-
bindenden Domédne, insbesondere einer organischen
polykationischen Verbindung wie Polylysin, versehen.
Als Nukleinsdure-affine Substanzen kommen auch andere
organische Polykationen, wie sie z.B. in der

WO 93/07283 vorgeschlagen sind, in Betracht.

In dieser Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung
enthalten somit die virus&hnlichen Partikel zus&tzlich

zu den membranaktiven endosomolytischen Peptiden und
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gegebenenfalls den zellbindenden Liganden-Motiven
Dom&nen, die die F&higkeit haben, an Nukleinsduren zu

binden.

Diese Partikel, die eine DNA-Bindungsdomdne enthalten,
kdnnen hergestellt werden, indem das Kapsid
nachtréglich mit einer DNA bindenden Substanz wie

Polylysin konjugiert wird.

Die Konjugation des Kapsids z.B. mit Polylysin kann
nach fir die Kopplung von Peptiden mit
Polyaminverbindungen an sich bekannter Weise erfolgen,
z.B. auf chemischem Weg, durch Kopplung iiber eine
Biotin-Streptavidin-Briicke oder durch direkte Bindung
des Polylysins an das Kapsid mittels Transglutaminase.
Dabei kann analog vorgegangen werden, wie in der

WO 93/07283 fiir die Kopplung von Polylysin an Viren
oder Viruskomponenten beschrieben.

Alternativ zur nachtrdglichen Konjugation von Kapsiden
mit einem DNA-bindenden Peptid kann die Modifikation
der Kapsidproteine mit einer DNA-Bindungsdom&ne auch
direkt erfolgen, d.h. durch Expression einer chimédren
DNA-Sequenz, bestehend aus einer fiir das Kapsidprotein
kodierenden DNA-Sequenz, und einer fiir das DNA-bindende
Peptid kodierenden Sequenz.

Bei dieser Herstellungsmethode wird an die DNA-
Bindungspeptide die auch fir die anderen Fremddom&nen
geltende Anforderung gestellt, daB ihre Gegenwart auf
dem Kapsidprotein dessen Fédhigkeit, sich zu geordneten

Strukturen zusammenzusetzen, nicht beeintrdchtigt.

Beispiele fir DNA-bindende Motive, die nach Expression
der chimdren Kapsid-DNA auf den erfindungsgem&dBen

Partikeln vorliegen, sind kationische Polypeptide, z.B.
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die Homologen Polylysin, Polyarginin, oder Peptide, die
von natiirlich vorkommenden DNA-bindenden Proteinen, wie
Histonen, Core-Proteinen von Adenovirus (z.B. Protein
V, Protein VII und das 13 kd Protein L211K) oder
Protaminen, abgeleitet sind.

Das Vorliegen einer polykationischen Dom&ne in Form von
Polylysin erméglicht die Komplexbildung der
erfindungsgeméBen Kapsid-Konjugate mit der in die Zelle

zu transportierenden Nukleinsdure.

Die Herstellung von erfindungsgemédBen Partikeln, die
mehr als eine Fremddomine aufweisen, z.B. mehrere
membranaktive Domdnen oder eine membranaktive Domé&ne in
Verbindung mit einer Liganden- und/oder einer DNA-
bindenden Dom&ne, kénnen in zwei oder mehr getrennten,
gleichen oder verschiedenen Expressionssystemen

hergestellt werden.

So kann z.B. ein Kapsidprotein-Monomeres mit einer
membranaktiven Domdne, z.B. dem Peptid GALA, einerseits
und ein Kapsid-Monomeres mit einer Ligandendom&ne, z.B.
dem RGD-Motiv, andererseits hergestellt und die
Monomeren im gewiinschten Verh&ltnis gemischt werden,
damit diese sich zu geordneten Strukturen
zusammenzubauen. Das optimale Mischungsverhdltnis wird

empirisch bestimmt.

Die erfindungsgem&Ben Partikel werden als
endosomolytische Mittel in Zusammensetzungen fir den
Gentransfer eingesetzt, wie sie in der WO 93/07283
beschrieben sind.

Die Erfindung betrifft somit in einem weiteren Aspekt
eine Zusammensetzung fiir den Transport von Nukleinsdure

in die hohere eukaryotische Zelle, in denen die
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Nukleinsdure komplexiert ist mit endosomolytisch
wirksamen virusdhnlichen Partikeln, bestehend aus
modifizierten Einheiten von Kapsidproteinen, abgeleitet
von Viren oder virusdhnlichen Teilchen, wobei die
Kapsidproteineinheiten membranaktive peptidische
Sequenzen sowie polykationische Sequenzen zur Bindung

der Nukleinsidure aufweisen.

In einer bevorzugten Ausfithrungsform enthalten die
Gentransferkomplexe zusdtzlich zu den erfindungsgemédBen
endosomolytischen Partikeln, die eine Nukleins&ure-
Bindungsdomé&ne aufweisen, ein Konjugat, in dem eine
Nukleinsdure-bindende Dom&ne, im allgemeinen dieselbe
wie die des Partikels, mit einem
Internalisierungsfaktor fir die zu transfizierende
Zielzelle gekoppelt ist. Diese terndren Komplexe oder
Kombinationskomplexe werden vor allem dann angewendet,
wenn das endosomolytische Partikel nicht von sich aus
in die Zielzelle eindringen kann, d.h. wenn es nicht in
nativer Form in die Zelle eindringen kann und auch
nicht mit einer Ligandendom&ne fiur die Zielzelle
modifiziert wurde. Diese Ausfiihrungsform kann jedoch
auch zum Einsatz kommen, wenn die Ligandenfunktion
eines erfindungsgemédBen Partikels durch eine

zusdtzliche Ligandenfunktion erganzt werden soll.

Bevorzugt im Rahmen der vorliegenden Erfindung sind
Transfektionskomplexe, bestehend aus DNA, dem
erfindungsgemdBen, mit Polylysin konjugiertem Partikel,

und einem Transferrin-Polylysin-Konjugat.

In den Transfektionskomplexen kann zus&tzlich eine
Nukleinsdure-bindende Substanz, insbesondere Polylysin,
in nicht-konjugierter Form enthalten sein, um die
Nukleinsdure zu kondensiefen. In diesem Fall hat die in

dem erfindungsgemdBen Partikel bzw.
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Internalisierungsfaktor-Konjugat enthaltene
Nukleins#dure-Bindungsdom&ne die Funktion des Anhaftens
an die Nukleinsdure, ohne dabei die Gesamtheit der

negativen Ladungen abzusé&ttigen.

Beziiglich der Definition des Begriffes
"Internalisierungsfaktor" sowie der Anwendbarkeit von
Internalisierungsfaktor-Konjugaten zusammen mit den
erfindungsgemiéBen endosomolytischen Partikeln in
terndren Transfektionskomplexen wird auf die

Offenbarung der WO 93/07283 Bezug genommen.

Figureniibersicht

Fig. 1: Transfer von DNA in K562-Zellen mittels
Transfektionskomplexen, enthaltend
endosomolytische Ty-Partikel, die iliber
Biotin-Streptavidin an Polylysin gekoppelt
sind

Fig. 2: Transfer von DNA in K562-Zellen mittels
Transfektionskomplexen, enthaltend
endosomolytische Ty-Partikel, die direkt an
Polylysin gekoppelt sind

Fig. 3 und 4: Transfer von DNA in K562-Zellen mittels
Transfektionskomplexen, enthaltend
endosomolytische MS2-Partikel, die iber
Biotin-Streptavidin an Polylysin gekoppelt

sind

Die Erfindung wird anhand der folgenden Beispiele

illustriert:

Beispiel 1
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a) Konstruktion des Ty-Expressionsplasmids

Als Ausgangsplasmid wurde das Plasmid pJefl668
verwendet.lnieses Plasmid ist abgeleitet von dem von
Boeke et al., 1988, beschriebenen Plasmid pGTyH3, aus
dem die zwei internen Bgl II-Fragmente entfernt worden
waren. Zundchst wurde die BamHI-Stelle bei Position
2695 entfernt, indem mit BamHI geschnitten, mit Klenow
aufgefiillt und religiert wurde; der erhaltene Klon
wurde pJefnoBam genannt. Die PCR-Primer der Bezeichnung
TyBstX.1l (SEQ ID NO:1) und Tya.2 (SEQ ID NO:2) wurden
mit pJefl668 als Vorlage benutzt, um ein 870 bp
Fragment (Fragment 1) zu bilden, das bei Position 1952
eine neue BamHI-Stelle enth&dlt. Dann wurde pJefnoBam
als Vorlage benutzt, um mit den Primern der Bezeichnung
TyB.1l (SEQ ID NO:3) und TyB.2 (SEQ ID NO:4) das
Fragment 2 erhalten. Das Sall/BstXI-Fragment aus
pJefl668 wurde entfernt und durch die PCR-Fragmente 1
und 2 ersetzt. AbschlieBend wurde mit den
komplementdren Oligonukleotiden Tystop.l (SEQ ID NO:5)
und Tystop.2 (SEQ ID NO:6) eine synthetische
Translationsterminationssequenz in die BamHI-Stelle
eingefiihrt, um das Plasmid der Bezeichnung pJefTerm4 zu
erhalten.

Dadurch wurde das Einfilihren von DNA-Sequenzen,
kodierend fir membranaktive Peptide, die auf der
Oberflache des resultierenden TyA-Fusionsproteins
exprimiert werden sollten, in die nun nur einmal
vorkommende BamHI-Stelle erméglicht. In diese Stelle
wurden zwei verschiedene, fiir membranaktive Peptide
kodierende Sequenzen eingefiihrt: die komplementédren
Oligonukleotide der Bezeichnung GALA.1l (SEQ ID NO:7)
und GALA.2 (SEQ ID NO:9), kodierend fir die Original-
GALA-Sequenz minus Trp am N-Terminus (Subbarao et al.,
1987; Parente et al., 1990) (SEQ ID NO:8); die
komplementdren Oligonukleotide GALAP50.1 (SEQ ID NO:10)
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und GALAP50.2 (SEQ ID NO:12), die fiir das chimédre
Peptid der Bezeichnung GALAP50 (SEQ ID NO.11l) kodieren.
Die erhaltenen Plasmide wurden pJefGALA und pJefGALAP50
bezeichnet; die Plasmide wurden iber die eingefiigte
Region sequenziert, um die Korrektheit der Modifikation

zu bestéatigen.
b) Expressicn von modifizierten Ty-Partikeln in Hefe

Die Plasmide wurden unter Verwendung der
Lithiumacetatmethode (Schiestl und Gietz, 1989) in den
pep--Saccharomyces cerevisiae-Stamm 1268 eingefiihrt,
womit dieser zu einer Uracil-Auxotrophie transformiert
wurde (das Plasmid hat einen ura-Marker). Einzelne
Klone wurden auf Uracil-Minus-Platten (pro Liter: 8 g
Hefe-Stickstoffbasis, ohne Aminosduren, 22 g Agar,

55 mg Tyrosin, 55 mg Adenin, 11 g CAA-Vitaminassay,
autoklaviert, gekiihlt auf 50°C, Zugabe von 100 ml 10 %
Raffinose, 10 ml 0.5 % Tryptophan, 10 ml 0.5 % Leucin)
selektiert und in Uracil-Minus-Medium (identisch mit
der Zusammensetzung auf den Platten, ohne Agar)
expandiert. Nach 24 stiindigem Wachstum bei 30°C
(Zelldichte ca. 108 Zellen/ml) wurde Galaktose (auf

2 %) beigegeben, um den gal4-Promotor zu induzieren,
und die Zellen wurden weitere 24 h wachsen gelassen.
Danach wurden die induzierten Zellen mittels
Zentrifugation geerntet, in Wasser gewaschen und
abschlieBend in 4 ml kaltem Puffer B/Mg (10 mM HEPES-
KOH pH 7.8, 15 mM KC1, 5 mM MgCl2, 3 mM DTT, 10 pg/ml
Aprotinin) in 50 ml Falconréhrchen aufgenommen. Alle
weiteren Schritte wurden auf Eis durchgefiihrt: Die
Zellen wurden durch Zugabe von 5 g kalten,
sduregewaschenen Glaskugeln und 5 min Vortexen,
unterbrochen von 30 bis 60 sek Kihlen auf Eis, lysiert.
Die Suspension wurde 5 mih bei 3.000 rpm (4°C)

zentrifugiert und der Uberstand auf Eis gehalten (15 ml
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Corex-Rdéhrchen). Dieser Schritt wurde noch zweimal
wiederholt, mit 4 ml bzw. 3 ml desselben Puffers. Das
Lysat wurde abschlieBend 10 min bei 10.000 rpm (4°C)

in einem Sorvall SS34-Rotor zentrifugiert. Portionen
(2.75 ml) des Homogenats wurden dann in 3 ml
Zentrifugenrshrchen tberfiihrt, dann wurden vorsichtig
250 pl 60 % Saccharose in Puffer B/EDTA (entspricht
Puffer B/Mg ohne Aprotinin und MgCl2, dafiir enthaltend
10 mM EDTA) unterschichtet und bei 100.000 rpm (TLA-
100.3-Rotor) 20 min lang bei 4°C zentrifugiert. Der
Uberstand bis zu der unscharfen ("fuzzy") Zwischenphase
oberhalb des Saccharose-Polsters wurde verworfen und
das Pellet nochmals in dem verbleibenden Rest plus 1 ml
zusdtzlichem B/EDTA-Puffer aufgenommen, dieses Material
in ein frisches Zentrifugenrdhrchen gegeben und auf

1.5 ml 35 % Saccharose / B/EDTA-Puffer geschichtet. Zur
Unterschichtung wurden 250 pl desselben Materials wie
beim ersten Durchgang verwendet. Die Zentrifugation
wurde genauso durchgefiihrt wie beim ersten Mal; das auf
diese Weise aus mehreren Doppelzentrifugationen
gewonnene Material wurde zusammengefihrt, mit 400 pl

60 % Saccharaose / B/EDTA-Puffer unterschichtet und 1 h
in einem SW4l-Rotor bei 4°C und 39 rpm zentrifugiert.
Die erhaltenen Pellets wurden in ca. 1.5 ml B/EDTA-
Puffer aufgenommen, womit die Saccharose auf weniger
als 12.5 % verdiinnt wurde, und anschlieBend wurden die
800 ul Proben des Materials auf einem linearen 15 bis
50 % Saccharosegradienten (13 ml) in Puffer B/EDTA
(25.000 rpm, 3 h, 4°C, SW4l-Rotor) fraktioniert. Die
Fraktionen wurden mittels SDS/PAGE auf ihren
Proteingehalt untersucht und die das TyA-Protein

enthaltenden Fraktionen vereinigt.
c) Modifikation der Ty-Partikel

i) Biotinylierung
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Die Biotinylierung der Ty-Partikel zwecks Bindung an
Streptavidin-Polylysin wurde im wesentlichen
durchgefiihrt, wie in der WO 93/07283 u.a. fir
Adenovirus beschrieben, wobei NHS-LC-Biotin (Pierce
Kat.Nr. 21335) in 10 mM HEPES pH 7.9 zu 1 mM aufgeldst
und die Biotinl®&sung der Ty-Partikelldsung (10 ul pro
ml) beigegeben wurde. Nach 3 stilindiger Reaktion bei
Raumtemperatur wurde die Probe ausgiebig gegen HBS/40 %
Glycerin bei 4°C dialysiert, um das nicht-reagierte

Biotin zu entfernen.
ii) Kopplung von Polylysin mittels Transglutaminase

Aufgrund der verwendeten Klonierungsmethode zur
Herstellung des Plasmids pJefGALA enth&lt die GALA-
Sequenz einen Lysinrest; die Anfiligung der Biotingruppe
und die anschlieBende Bindung von Streptavidin kénnte
die von dieser Sequenz erwartete Membranwechselwirkung
beeintridchtigen. Es wurde daher alternativ die direkte
Kopplung von Polylysin an das Ty-Partikel mittels

Transglutaminase durchgefihrt.

Die Reaktion wurde im wesentlichen durchgefihrt, wie in
der WO 93/07283 beschrieben: Proben der gereinigten
TyGALA-Partikel (500 pl, 0.2 mg/ml) in 100 mM HEPES

pH 7.9, 2 mM DTT, 10 mM CaCl2, wurden mit 1 nmol
Meerschweinchen-Lebertransglutaminase (Sigma) und 50 pl
Polylysin (Kettenlé&nge 200; 1 mg/ml) 2 h lang bei 37°C
inkubiert. Die Polylysin-modifizierten Ty-Partikel
wurden von freiem Polylysin gereinigt, indem die Probe
in HBS verdiinnt, mit einem 60 % Saccharose-~Polster
unterschichtet und 40 min lang in einem TLA-100.3-Rotor
zentrifugiert wurde. Das;;entrifugierte Material wurde
in HBS/40 % Glycerin iiber Nacht bei 4°C aufgenommen und

direkt fir die DNA-Transferversuche verwendet.
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d) Herstellung von Humantransferrin-Polylysin

Es wurde die von Wagner et al., 1991b, beschriebene
Methode verwendet, bei der die Kopplung von Polylysin
an die Kohlenhydratseitenketten des Transferrins

erfolgt.

Eine LOsung von 91 mg (1.14 pmol) humanem Transferrin
(eisenfrei, Biotest Pharma) in 1.4 ml 30 mM
Natriumacetatpuffer, pH 5, wurde auf 0°C gekihlt und
34 pl 30 mM Natriumacetatpuffer pH 5, enthaltend

0.73 mg (3.4 pmol) Natriumperiodat hinzugefiigt. Die
Mischung wurde im Eisbad 90 min lang im Dunklen stehen
gelassen. Zur Entfernung der niedermolekularen Produkte
wurde eine Gelfiltration durchgefiihrt (Sephadex G-25,
Pharmacia), die eine L&sung mit einem Gehalt von ca.
82 mg (2 ml) oxidiertem Transferrin (Messung durch
Ninhydrinassay) ergab. (Um die oxidierte Form
nachzuweisen, die Aldehyde enth&lt und bei Férbung mit
Anisaldehyd eine Farbreaktion gibt, wurden die Proben
auf eine Silikagel-Dinnschichtplatte getropft,
getrocknet und die Platten in p-
Anisaldehyd/Schwefels&ure/Ethanol (1/1/18) getaucht,
getrocknet und erhitzt.) Die modifizierte Transferrin-
LOsung wurde rasch (innerhalb 10 bis 15 min) einer
Losung, enthaltend 1.0 pmol Poly(L)Lysin mit einer
durchschnittlichen Kettenldnge von 250 Lysinmonomeren
in 0.9 ml Wasser hinzugefiigt. Der pH-Wert der LOsung
wurde durch Zusatz von 0.3 ml 2 M HEPES pPH 7.9 auf

pPH 7.7 eingestellt. Zu der Mischung wurden in Abstanden
von je 1 h 4 Portionen von je 8 mg (126.3 pmol)
Natriumcyancborhydrid hinzugefiigt. Nach 17 h wurden

1 ml 5 M Natriumchlorid und 5.8 ml Wasser zugefiigt, um
die Lésung auf eine Gesamfkonzentration von ca. 0.5 M
zu bringen. Die Reaktionsmischung wurde auf eine
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Kationenaustauschsdule (Bio-Rad MacroprephigS in Saule
HR 10/10) aufgebracht und mit einem Salzgradienten von
0.5 M bis 3.0 M Natriumchlorid mit einem konstanten
Gehalt von 20 mM HEPES pH 7.3 fraktioniert. Die hohe
Salzkonzentration beim Laden der S&ule und ab Beginn
des Gradienten war wesentlich fir die Gewinnung der
Polykation-Konjugate. Die Hauptmenge von Konjugat
eluierte bei einer Salzkonzentration zwischen 2.1 M und
2.6 M und wurde gepoolt. Diese Fraktionen ergaben (in
der Reihenfolge ihrer Elution) nach einmaliger Dialyse
gegen 2 1 HBS (20 mM HEPES pH 7.3 150 mM NaCl) eine
Hauptfraktion (TfpL250) mit einem Gehalt an 54 mg

(0.67 umol) Transferrin, modifiziert mit 39.4 mg =

0.76 pmol Polylysin. Die Transferrin-Konjugate wurden,
sofern sie nicht sofort verwendet wurden, nach
Schockgefrieren in fliissigem Stickstoff bei -20°C in
eisenfreier Form gelagert. Der Eiseneinbau wurde durch
Hinzufiligen von 1.25 pl 10 mM Eisen(III)citratpuffer
(enthaltend 200 mM Citrat, durch Zugabe von
Natriumbicarbonat auf einen pH-Wert von 7.8
eingestellt) pro mg Transferrin-Gehalt vorgenommen. Die
eisenhdltigen Konjugate wurden vor ihrer Verwendung fir
die DNA-Komplexbildung in kleine Aliquots aufgeteilt,
schockgefroren in fliussigem Stickstoff oder
Trockeneis/Ethanol und bei -20°C aufbewahrt. (Diese
MaBnahme erwies sich als zweckm&Big, nachdem sich
gezeigt hatte, daB mehrmaliges Auftauen und Einfrieren
den Verderb der Konjugate zur Folge hat.)

e) Gentransfer in K562-Zellen mittels
Transfektionskomplexen, die endosomolytische Ty-
Partikel enthalten

i) Verwendung von Ty-Partikeln, die Uber Biotin-
Streptavidin mit Polylysin konjugiert sind
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Transfektionskomplexe, enthaltend biotinyliertes
Wildtyp Ty-, TyGALA- oder TyP50-Partikel wurden wie
folgt hergestellt: Die in Fig. 1 angegebenen Mengen an
biotinylierten Ty-Partikeln wurden in 150 pl HBS
verdinnt und mit 150 pl HBS, enthaltend 1 ug
Streptavidin-Polylysin, 30 min lang bei Raumtemperatur
gemischt. Dann wurde ein 100 pl Aliquot HBS, enthaltend
6 pg pCMVL-DNA beigegeben und die Mischung 30 min bei
Raumtemperatur stehengelassen. AbschlieBend wurde ein
100 pl Aliquot HBS, enthaltend 5.6 ug Transferrin-
Polylysin hinzugefiligt. Zur Kontrolle wurden Komplexe
aus DNA, Streptavidin-Polylysin und Transferrin-
Polylysin eingesetzt. Diese Komplexe wurden auf 500.000
Deferrioxamin-behandelte K562-Zellen aufgebracht, wie
in der WO 93/07283 beschrieben. 24 h spdter wurden die
Zellen geerntet, Zellextrakte hergestellt und auf
Luciferaseaktivitdt untersucht. Es zeigte sich, daB die
als Kontrolle eingesetzten Komplexe nicht
funktionieren, daB das Wildtyp Ty-Partikel eine
geringfigige Zunahme der Luciferaseaktivitit hervorruft
und daB der Gehalt an biotinyliertem Ty, das mit dem
membranaktiven Peptid GALA modifiziert ist, in den
Komplexen eine ca. 10fache Zunahme des DNA-Transfers
gegeniiber den Wildtyp-Ty-Partikeln bewirkt. Die mit
GALAP50 modifizierten Ty-Partikel induzierten eine
geringe Zunahme des DNA-Transports. (In allen Figuren
sind die Mittelwerte aus zwei Transfektionen

angegeben. )

ii) Verwendung von Ty-Partikeln, die direkt an

Polylysin gekoppelt sind

Die Polylysin-modifizierten TyGALA-Partikel wurden in
DNA-Komplexe inkorporiert, wie unter i) angegeben, mit
dem Unterschied, daB die Enkubation mit Streptavidin-
Polylysin unterblieb und die Transferrin-Polylysin/HBS-
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Losung zusétzlich die in Fig. 2 angegebenen Mengen an
freiem Polylysin enthielten, um die vollstandige
Kondensation der DNA zu gewédhrleisten. Die Komplexe
wurden auf Deferrioxamin-stimulierte Zellen
aufgebracht, 24 h spdter wurden Extrakte hergestellt
und auf Luciferaseaktivit&t untersucht. Es zeigte sich,
daB die mit den Transglutaminase-gekoppelten Ty-
Polylysin-Konjugaten erzielten absoluten
Expressionswerte diejenigen nicht iiberschritten, die
mit den Biotin-Streptavidin-gekoppelten Konjugaten

erzielt wurden.

Beispiel 2
a) Konstruktion von MS2-Kapsid-Expressionsplasmiden

Das Plasmid der Bezeichnung pPLaACR26 (Remaut et al.,
1981), das die fiir MS2 kodierende Sequenz enthilt,
wurde von der LMBP Culture Collection Laboratory of
Molecular Biology, Universit&t Gent, Belgien, bezogen.
Um die MS2-Kapsid-Sequenz als BglII-Fragment'zu
isolieren und die Sequenz zwecks Bildung einer nur
einmal vorkommenden BamHI-Stelle bei den Nukleotiden,
die fir Aminos&ure 15 kodieren, zu mutieren, wurde die
PCR-Methode eingesetzt. Das PCR-Fragment wurde mittels
Gelelektrophorese gereinigt und in das BamHI
geschnittene Plasmid pETH2a hineinligiert (pETH2a ist
der T7-Expressionsvektor pET2a (Studier et al., 1990),
in dem die kleine Ndel/BamHI-Stelle durch die fiir
Polyhistidin (SEQ ID NO:14) kodierenden komplementdren
Oligonukleotide A (SEQ ID NO:13) und B (SEQ ID NO:15)
ersetzt wurde). Ein Klon der Bezeichnung pMS2WT9, der
das Insert in der richtigen Orientierung enthielt,
wurde isoliert; das Vorha;densein der richtigen Sequenz

wurde durch Sequenzieren bestdtigt.



WO 95/10624 PCT/EP94/03313

Das Plasmid pMS2GALA4 wurde hergestellt, indem die fiir
GALA kodierenden komplementdren Oligonukleotide GALAMS1
und GALAMS2 in die einzige BamHI-Stelle von pMS2WT9
eingesetzt wurden. GALAMS1 ist identisch mit GALA.1,
mit dem Unterschied, daB T bei Position 5 entfernt
wurde. GALAMS2 ist identisch mit GALA.2, mit dem
Unterschied, daB das endstédndige A entfernt wurde.
Dadurch wird die GALA-Sequenz in den richtigen
Leserahmen fir die Expression des modifizierten MS2-
Kapsids gesetzt. Das Vorhandensein des richtigen DNA-
Inserts in der richtigen Orientierung wurde wieder
mittels DNA-Sequenzierung best&tigt.

b) Expression von MS2-Kapsiden

Die Plasmide pMS2WT9 und pMS2GALA4 wurden in den T7-
Expressionsbakterienstamm BL21 (DE3)(Studier et al.,
1990; bezogen von Novagen) transformiert,
Einzelkolonien selektioniert und in 1 Liter Kulturen
gezichtet (ODg00 = 0.7), daraufhin wurde IPTG (auf

1 mM) hinzugefiligt, um die T7-Polymeraseexpression und
anschlieBend die Expression der MS2- und MS2GALA-
Proteine zu induzieren. Nach 4 h bei 37°C wurden die
Zellen mittels Zentrifugation geerntet und die
Bakterienzellpellets in 6 M Guanidinhydrochlorid, 0.1 M
Natriumphosphat, 10 mM B-Mercaptoethanol und 10 mM
Tris, pH 8.0 (Puffer A) unter einstindigem Riihren bei
Zimmertemperatur lysiert. Das Lysat wurde mittels
Zentrifugation bei 17.000 rpm (Sorval SS34-Rotor)
gekldrt und der Uberstand zwecks Ernte der
Polyhistidin-markierten Proteine iiber eine 3 ml Nickel-
Chelat NTA-Sepharosesdule, equilibriert mit Puffer A,
geschickt. Die S&ulen wurden eluiert mit 10
Sdulenvolumina Puffer A; 5 Sdulenvolumina 6 M
Harnstoff, 100 mM Natriumphosphat, 10 mM Tris, pH 6.5;
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5 Sdulenvolumina 6 M Harnstoff, 100 mM Natriumphosphat,
10 mM Tris, pH 5.7. AbschlieBend wurden 5
Saulenvolumina 0.2 N Essigsdure/6 M
Guanidinhydrochlorid eingesetzt, um die MS2- und
MS2GALA-Proteine zu eluieren. Um das
Denaturierungsmittel zu entfernen, wurden die Eluate
{iber kleine Gelfiltrationssdulen (Pharmacia "Nick
Columns" oder Pharmacia PD-10 S&ulen), equilibriert mit
100 mM DTT, 40 mM HEPES, pH 7.4, geschickt.

c) Biotinylierung von MS2-Kapsiden

Die unter b) erhaltenen Kapsid-Proteine wurden
biotinyliert wie die Ty-Partikel im vorangegangenen
'Beispiel, ausgiebig gegen 40 mM HEPES pH 7.4 dialysiert
und bei 4°C gelagert.

d) Gentransfer in K562-Zellen mittels
Transfektionskomplexen, die endosomolytische MS2-
Partikel enthalten

i) Transfektionskomplexe, enthaltend biotinyliertes
MS2-Partikel wurden wie folgt hergestellt: Die in Fig.
3 angegebenen Mengen an biotinylierten MS2-Partikeln
(Wildtyp-MS2 und MS2-GALA in biotinylierter (Proben
1-6) und in nicht-modifizierter (Proben 7-9) Form)
wurden in 150 pl HBS verdiinnt und mit 150 pl HBS,
enthaltend 1 pg Streptavidin-Polylysin, 30 min lang bei
Raumtemperatur gemischt. Dann wurde ein 100 ul Aliquot
HBS, enthaltend 6 pg pCMVL-DNA beigegeben und die
Mischung 30 min bei Raumtemperatur stehengelassen.
AbschlieBend wurde ein 100 pl Aliquot HBS, enthaltend
5.6 ug Transferrin-Polylysin (s. Beispiel 1)
hinzugefiigt. Diese Komplexe wurden auf 500.000
Deferrioxamin-behandelte K562-Zellen aufgebracht, wie
in der WO 93/07283 beschrieben. 24 h spdter wurden die
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Zellen geerntet, Zellextrakte hergestellt und auf

Luciferaseaktivitdt untersucht.

ii) Es wurde eine zweite Versuchsreihe mit
biotinyliertem Wildtyp-MS2 und MS2-GALA, wie unter i)
durchgefiihrt, mit dem Unterschied, daB gr®Bere Mengen
(wie in Fig. 4 angegeben) an biotinylierten MS2-
Partikeln verwendet wurden. Es zeigte sich, daB die
biotinylierten Wildtyp-Partikel (Proben 1-3) nur eine
geringfiigige Verst&rkung des DNA-Transports gegeniiber
dem Background bewirkten, wdhrend die Gegenwart von
biotinylierten MS2-GALA-Partikeln (Proben 4-6) den
DNA-Transport entsprechend 600.000 Lichteinheiten
stimulierte. (Probe 7 enthielt keine MS2-Partikel.)
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SEQUENZPROTOKOLL

(1) ALLGEMEINE INFORMATION:

(i) ANMELDER:
(A) NAME: Boehringer Ingelheim International GmbH
(B) STRASSE: Binger Strasse 173
(C) ORT: Ingelheim am Rhein
(E) LAND: BRD
(F) POSTLEITZAHL: 55216
(G) TELEPHON: 06132/772282
(H) TELEFAX: 06132/774377
(I) TELEX: 4187910 bi d

(ii) ANMELDETITEL: Endosomolytisch wirksame Partikel
(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 15

(iv) COMPUTER-LESBARE FORM:
(A) DATENTRAGER: Floppy disk
(B) COMPUTER: IBM PC compatible
(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS
(D) SOFTWARE: PatentIn Release #1.0, Version #1.25 (EPA)

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 1:

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 34 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsdure
(C) STRANGFORM: Einzel
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: synthetisches Oligodesoxyribonukleotid
(ix) MERKMALE:

(A) NAME/SCHLUSSEL: misc_feature

(B) LAGE: 1..34
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1:

GACCCAAAAC CAAGCCAATC CATCTGGTTG GTCA

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 2:

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 33 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsdure -
(C) STRANGFORM: Einzel
(D) TOPOLOGIE: linear

34
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(ii) ART DES MOLEKULS: synthetisches Oligodesoxyribonukleotid

(ix) MERKMALE:
(A) NAME/SCHLUSSEL: misc feature
(B) LAGE: 1..33

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2:

TGTAACTGGA TCCCCTTTGG GTTTGGTTGT ATT

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 3:

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 35 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsdure
(C) STRANGFORM: Einzel
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: synthetisches Oligodesoxyribonukleotid
(ix) MERKMALE:

(A) NAME/SCHLUSSEL: misc_feature

(B) LAGE: 1..35
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3:

GGTACCTGGA TCCCGTTATA GCTCGGAATC CTCAA

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 4:

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 25 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsiure
(C) STRANGFORM: Einzel
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: synthetisches Oligodesoxyribonukleotid
(ix) MERKMALE:

(A) NAME/SCHLUSSEL: misc feature
(B) LAGE: 1..25

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4:

TCAAGGGCAT CGGTCGACGC TCTCC

33

35

25
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 5:

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 18 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsdure
(C) STRANGFORM: Einzel
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: synthetisches Oligodesoxyribonukleotid
(ix) MERKVALE:

(A) NAME/SCHLUSSEL: misc_feature
(B) LAGE: 1..18

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5:

GATCCTAAAT TGAATTGA

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 6:

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 18 Basenpaare
(B) ART: Nukleins#ure
(C) STRANGFORM: Einzel
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: synthetisches Oligodesoxyribonukleotid
(ix) MERKMALE: )

(A) NAME/SCHLUSSEL: misc feature

(B) LAGE: 1..18
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6:

GATCTCAATT CAATTTAG

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 7:

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 93 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsdure
(C) STRANGFORM: Einzel
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: synthetisches Oligodesoxyribonukleotid

(iii) ANTISENSE: NEIN

18

18
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(ix) MERKMALE:
(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS
(B) LAGE: 7..93

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 7:
GATCTA GAA GCC GCC TTG GCC GAA GCC TTG GCC GAA GCC TTG GCC GAA

Glu Ala Ala Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu
1 5 10

CAC TTG GCC GAA GCC TTG GCC GAA GCC TTG GAA GCC TTG GCC GCC
His Ieu Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ala Leu Glu Ala Leu Ala Ala
15 20 25

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 8:

(1) SEQUENZ. CHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 29 Aminos&duren
(B) ART: Aminosdure
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) ART DES MOLEKULS: Protein
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 8:

Glu Ala Ala Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ala lLeu Ala Glu His leu
1 5 10 15

Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ala Leu Glu Ala Leu Ala Ala
20 25

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 9:
(i) SEQUEN? CHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 93 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsdure
(C) STRANGFORM: Einzel
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) ART DES MOLEKULS: synthetisches Oligodesoxyribonukleotid
(iii) ANTISENSE: JA ’
(ix) MERKMALE: )
(A) NAME/SCHLUSSEL: misc_feature
(B) LAGE: 1..93
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 9:

GATCTGGCGG CCAAGGCTTC CAAGGCTTCG GCCAAGGCTT CGGCCAAGTG TTCGGCCAAG

48

83

60
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GCTTCGGCCA AGGCTTCGGC CAAGGCGGCT TCT a3

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 10:

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 106 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsdure
(C) STRANGFORM: Einzel
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: synthetisches Oligodesoxyribonukleotid
(iii) ANTISENSE: NEIN
(ix) MERKMALE: )
(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS
(B) LAGE: 7..105
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 10:
GATCTA GGT TTG TTC GAA GCC ATT GAA GGT TTC ATT GAA AAC GGT TGG 48
Gly Leu Phe Glu Ala Ile Glu Gly Phe Ile Glu Asn Gly Trp
1 5 10
GAA GGT TTG GCC GAA GCC TTG GCC GAA GCC TTG GAA GCC TTG GCC GCC 96
Glu Gly Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ala Leu Glu Ala Leu Ala Ala
15 20 25 30

GGT GGT TCT A 106
Gly Gly Ser

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 11:
(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 33 Aminos#uren
(B) ART: Aminosiure
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) ART DES MOLEKULS: Protein
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 11:

Gly Leu Phe Glu Ala Ile Glu Gly Phe Ile Glu Asn Gly Trp Glu Gly
1 5 10 15

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

Ser
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 12:
(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 105 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsdure
(C) STRANGFORM: Einzel
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) ART DES MOLEKULS: synthetisches Oligodesoxyribonukleotid
(iii) ANTISENSE: JA
(ix) MERKMALE: . )
(A) NAME/SCHLUSSEL: misc_feature
(B) LAGE: 1..105
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 12:
GATCTAGAAC CACCGGCGGC CAAGGCTTCC AAGGCTTCGG CCAAGGCTTC GGCCAAACCT 60

TCCCAACCGT TTTCAATGAA ACCTTCAAGG CTTCGAACAA ACCTA 105

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 13:

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 32 Basenpaare
(B) ART: Nukleins&ure
(C) STRANGFORM: Einzel
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: synthetisches Oligodesoxyribonukleotid
(iii) ANTISENSE: NEIN
(ix) MERKMALE: )
(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS
(B) LAGE: 2..31
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 13:
T ATG GCT AGC CAC CAT CAC CAT CAC CAT GGT G 32

Met Ala Ser His His His His His His Gly
1 5 10

.

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 14:
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(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 10 Aminosduren
(B) ART: Aminosdure
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) ART DES MOLEKULS: Protein
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 14:
Met Ala Ser His His His His His His Gly
1 5 10
(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 15:
(i) SEQUEN?} CHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 34 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsiure
(C) STRANGFORM: Einzel
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) ART DES MOLEKULS: synthetisches Oligodesoxyribonukleotid
(iii) ANTISENSE: JA
(ix) MERKMALE: )
(A) NAME/SCHLUSSEL: misc feature
(B) LAGE: 1..34
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 15:

GATCCACCAT GGTGATGGTG ATGGTGGCTA GCCA

34
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Patentanspriiche

1. Endosomolytisch wirksames virusihnliches Partikel,
dadurch gekennzeichnet, daB es aus Einheiten von
Kapsidproteinen, abgeleitet von Viren oder
virusdhnlichen Teilchen, zusammengesetzt ist, die
mit einer membranaktiven peptidischen Sequenz
modifiziert sind.

2. Partikel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
daB es ein modifiziertes Hefe-Ty-Partikel ist, das
aus Einheiten von TyA-Protein zusammengesetzt ist,
die mit einer membranaktiven Peptidsequenz

modifiziert sind.

3. Partikel nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet,
daB das Ty-Partikel mit der Peptidsequenz Glu Ala
Ala Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu His
Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ala Leu Glu Ala Leu Ala
Ala modifiziert ist, die sich am Carboxy-Terminus
des TyA-Proteins befindet.

4. Partikel nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet,
daB das Ty-Partikel mit der Peptidsequenz Gly Leu
Phe Glu Ala Ile Glu Gly Phe Ile Glu Asn Gly Trp Glu
Gly Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ala Leu Glu Ala Leu
Ala Ala Gly Gly Ser modifiziert ist, die sich am
Carboxy-Terminus des TyA-Proteins befindet.

5. Partikel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
daB8 es ein modifiziertes MS2-Partikel ist, das aus
Einheiten des MS2-Kapsidproteins zusammengesetzt
ist, die mit einer membranaktiven Peptidsequenz

modifiziert sind.
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10.

11.

12.

4,

Partikel nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet,
daB das membranaktive Peptid in der f-
Haarnadelschleifenregion zwischen Aminosédure 11
(Asp) und Aminosdure 17 (Asp), insbesondere
zwischen Aminosdure 14 (Gly) und 15 (Thr), des MS2-
Kapsidproteins eingefligt ist.

Partikel nach Anspruch 5 oder 6, dadurch
gekennzeichnet, da8 es mit der Peptidsequenz Glu
Ala Ala Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu
His Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ala Leu Glu Ala Leu
Ala Ala modifiziert ist.

Partikel nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch
gekennzeichnet, daB es auBerdem eine Nukleinsdure-

bindende Domdne aufweist.

Partikel nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet,
daB die Nukleinsdure-bindende Doméne Polylysin ist.

Partikel nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet,
daB es direkt an Polylysin gebunden ist.

Partikel nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch
gekennzeichnet, daB es auBerdem eine Peptidsequenz
aufweist, die die Funktion eines Liganden fir eine
héhere eukaryotische Zelle hat.

Verfahren zur Herstellung von Partikeln nach
Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB man eine
fiir ein Kapsidprotein von Viren oder viruséhnlichen
Teilchen kodierende DNA, die mit einer fir ein
membranaktives Peptid kodierenden Sequenz
modifiziert ist, exprimiert und das erhaltene

Kapsid erntet oder er%orderlichenfalls die
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Kapsidproteinmonomeren zu Kapsidstrukturen

assoziieren 1&Bt.

13. Verfahren zur Herstellung von Hefe-Ty-Partikeln
nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB8 man
eine DNA, kodierend fiir das TyA-Protein, das am
Carboxy-Terminus ein membranaktives Peptid enthilt,
in Hefezellen exprimiert, die Zellen aufschlieB8t
und die Partikel erntet.

14. Verfahren zur Herstellung von MS2-Partikeln nach
Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB man eine
DNA, kodierend filir das MS2-Kapsidprotein, die eine
fiir ein membranaktives Peptid kodierene Sequenz
eingefiligt enthdlt, exprimiert, das erhaltene
modifizierte Kapsidprotein denaturiert und nach
Entfernung des Denaturierungsmittels assoziieren
1&a8t.

15. Zusammensetzung fiir den Transport von Nukleinsdure
in die hBhere eukaryotische Zelle, enthaltend ein
endosomolytisches Mittel, dadurch gekennzeichnet,
daB das endosomolytische Mittel ein endosomolytisch
wirksames virus&hnliches Partikel nach einem der
Anspriiche 7 bis 11 ist.

16. Zusammensetzung nach Anspruch 15, daB sie auBerdem
ein Konjugat aus einer Nukleins&ure-bindenden
Substanz und einem Internalisierungsfaktor fiir die
Zelle enthdlt.

17. Zusammensetzung nach Anspruch 16, dadurch
gekennzeichnet, sie ein Transferrin-Polylysin-
Konjugat enth&dlt.
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