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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft einen verbesserten Integrin-Zielvektor, der erhdhte Transfekti-
ons-Aktivitat besitzt.

[0002] Gentherapie und Genimpfung sind Techniken, die interessante Mdglichkeiten fir die Behandlung von
und/oder Prophylaxe vor einer Vielzahl von Zustanden bieten, genauso wie die Antisense-Therapie. Derartige
Techniken erfordern das Einbringen der DNA von Interesse in Zielzellen. Die Fahigkeit, geniigend DNA in spe-
zifische Zielzellen zu transferieren, bleibt eine der hauptsachlichen Beschrankungen fiir die Entwicklung von
Gentherapie, Antisense-Therapie und Genimpfung. Sowohl virale als auch nicht-virale DNA-Transfer-Systeme
wurden vorgeschlagen. In manchen Fallen wird RNA anstelle von DNA verwendet.

[0003] Der Rezeptor-vermittelte Gentransfer ist ein nicht-virales Verfahren des Gentransfers, das den physi-
ologischen, zellularen Prozess der Rezeptor-vermittelten Endozytose ausnutzt, um DNA zu internalisieren. Re-
zeptor-vermittelte nicht-virale Vektoren weisen mehrere Vorteile gegeniber viralen Vektoren auf. Insbesondere
besitzen sie kein pathogenes Potential; sie ermoglichen zielgerichteten Gentransfer in spezifische Zelltypen
und sie sind nicht beschrankt in der GréRRe der Nukleinsaure-Molekdle, die verpackt werden kénnen. Genex-
pression wird nur dann erreicht, wenn die Nukleinsaure-Komponente des Komplexes intakt vom Endosom in
das Cytoplasma freigesetzt wird, und anschlieRend die Kernmembran durchquert, um Zugang zur im Zellkern
befindlichen Transkriptions-Maschinerie zu erhalten. Allerdings ist die Transfektions-Effizienz im Vergleich zu
viralen Vektoren in der Regel schlecht, aufgrund von endosomalem Abbau der Nukleinsaure-Komponente,
dem Scheitern der Nukleinsaure in den Zellkern zu gelangen, und dem Ausschluss von Aggregaten, die grofier
als 150 nm sind, von mit Clathrin-beschichteten Vesikeln.

[0004] Integrine sind eine Super-Familie von heterodimeren Membranproteinen, die aus mehreren unter-
schiedlichen a- und B-Untereinheiten bestehen. Sie sind wichtig fir die Anhaftung von Zellen an die extrazel-
luldren Matrix, Zell-Zell-Interaktionen und Signaltransduktion. Integrin-vermittelter Zelleintritt wird fur die Zel-
lanhaftung und den Zell-Eintritt von einer Reihe von intrazellularen Pathogenen, einschlieBlich Typanosoma
cruzi (Fernandez et al., 1993), Adenovirus (Wickham et al., 1993), Echovirus (Bergelson et al., 1992) und dem
-Maul-und-Klauenseuchen"-Virus (Logan et al., 1993) sowie vom Enteropathogen Y. pseudotuberculosis (ls-
berg, 1991) ausgenutzt. Ei-Sperma-Fusion wird ebenfalls von Integrin vermittelt. Die griindliche Untersuchung
des Invasin-Integrin-vermittelten Internalisierungs-Prozesses von Yersinia pseudotuberculosis zeigten, dass
Integrin-bindende Liganden fir einen effizienten Zelleintritt eine hohe Bindungs-Affinitat und eine unpolare Ver-
teilung aufweisen sollten (Isberg, 1991). Die Integrin-vermittelte Internalisierung schreitet durch einen Phago-
zytose-ahnlichen Prozess voran, der die Internalisierung von Bakterienzellen, die einen Durchmesser von ei-
nem bis zwei Mikrometer aufweisen, erméglicht (Isberg, 1991). Daher besitzt die Zielsteuerung von nicht-vira-
len Vektoren auf Integrine das Potential Zellen in einem Prozess, der die Infektion von Zellen durch Pathogene
nachahmt, zu transfizieren, und umgeht die Grofen-Beschrankung, die durch die mit Clathrin beschichteten
Vesikel bei der Rezeptor-vermittelten Endozytose auferlegt ist.

[0005] Ein weiterer Vorteil von Integrin-vermittelten Vektoren ist der, dass eine groRe Zahl von Peptid-Ligan-
den fur Integrin-Rezeptoren beschrieben wurden, darunter Sequenzen, die sich von nattirlichen Protein-Ligan-
den ableiten [Verfaille, 1994 #635; Wang, 1995 #645; Staatz, 1991 #539; Pierschbacher, 1984 #314; Massia,
1992 #86, Clements et al. 1994 & Lu et al., 1993] oder die aus Phage-Banken ausgewahlt wurden (Koivunen
et al. 1995; 1993; 1994; O'Neil et al. 1992; Healy et al. 1995; Pasqualani et al. 1995).

[0006] Die konservierte Aminosaure-Sequenz Arginin-Glycin-Asparaginsaure (RGD) ist ein evolutionar kon-
serviertes Merkmal von vielen, aber nicht allen natlrlichen Integrin-bindenden Liganden, wie von extrazellula-
ren Matrixproteinen und viralen Kapsiden. Peptide, insbesondere solche, die cyclische RGD-Doméanen enthal-
ten, kénnen ebenfalls Integrine binden. Peptide, die cyklische RGD-Domanen enthalten, sind besonders ge-
eignete Liganden fiir Vektoren, da sie an Integrine mit héheren Affinitaten binden als lineare Peptide (Koivunen
et al. 1995). Hart et al. haben kurzlich gezeigt, dass mehrere Kopien eines cyclischen RGD-Peptids, die sich
in der Haupt-Hullprotein-Untereinheit von fd filamentésen Phage-Partikeln zeigen, mit einer Ladnge von etwa
900 nm, von Zellen in Gewebekultur auf eine Integrin-vermittelte Weise effizient internalisiert werden (Hart et
al.,, 1994). Die Phage-Partikel wurden vermutlich in einem Phagozytose-ahnlichen Prozess internalisiert, da
ihre GroRe sie von endocytosierten Vesikeln ausschlieRen wiirde (Hart et al., 1994).

[0007] Das cyclische RGD enthaltende Peptid GGCRGDMFGCGGIK],, [SEQ ID NO: 1] wurde mit einem

Schwanz aus sechzehn Lysinresten zur Komplexbildung mit Plasmid-DNA synthetisiert (Hart et al., 1995). Be-
achtliche Mengen an Integrin-vermittelter Genexpression wurden in Epithel-Zelllinien mit dem Vektor GG-
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CRGDMFGCG[K],; [SEQ ID NO: 2] (Hart et al., 1995) und den Vektoren GGCRGDMFGC[K],; [SEQ ID NO: 3]
(WO96/15811) erreicht. Ein &hnliches Peptid [K],; GACRGDMFGCA [SEQ ID NO: 4], das die Doméane aus
sechzehn Lysinresten am N-Terminus aufweist, und das leichter zu synthetisieren ist als das Prototyp-Peptid
(W096/15811 und Hart et al., 1997), generierte bessere Transfektions-Raten. Integrin-vermittelte Genexpres-
sion wurde im Allgemeinen mit Raten von etwa 1 bis 10% erreicht. Die Gegenwart von Chloroquin im Trans-
fektions-Medium flhrte in einigen, aber nicht allen getesteten Zelllinien zu einer gewissen Erhéhung der Trans-
fektion.

[0008] Der vorliegenden Erfindung liegt die tUiberraschenden Beobachtung zugrunde, das der Einschluss ei-
ner Lipid-Komponente in den Oligolysin/Peptid/ DNA-Komplex die Transfektions-Rate von DNA von etwa 1 bis
10% auf etwa 50 bis nahezu 100% erhdht. Dabei wird nicht nur die Transfektions-Rate dramatisch erhéht, son-
dern im Gegensatz zur bisherigen Erfahrung wird die Erhéhung in allen getesteten Zelllinien, einschlieRlich En-
dothel-, Epithel-, und Tumorzelllinien beobachtet.

[0009] Die vorliegende Erfindung sieht einen Komplex vor, der
(i) eine Nukleinsaure, insbesondere eine Nukleinsaure, die fur eine Sequenz von Interesse kodiert,
(i) eine Integrin-bindende Komponente,
(iii) eine polykationische, Nukleinsdure-bindende Komponente, und
(iv) eine Lipid-Komponente

umfasst.
[0010] Der Komplex ist ein Transfektions-Vektor.

[0011] Die Nukleinsdure kann aus nattrlichen Quellen erhalten werden, oder kann rekombinant oder durch
chemische Synthese hergestellt werden. Sie kann modifiziert sein, zum Beispiel um ein Molekul zu umfassen,
das eine spezifische Funktion aufweist, zum Beispiel ein nukleares Zielmolekil. Die Nukleinsaure kann DNA
oder RNA sein. Die DNA kann einzelstrangig oder doppelstrangig vorliegen. Die Nukleinsdure kann fir den
Einsatz in der Gentherapie, in der Genimpfung oder in der Antisense-Therapie geeignet sein. Die Nukleinsaure
kann das Gen sein, das das Ziel fur die spezifische Gentherapie ist, oder sich darauf beziehen, oder kann ein
Molekil sein, das als ein Gen-Impfstoff oder als ein therapeutisches Antisense-Mittel fungiert. Die Nukleinsau-
re kann eine vollstandige kodierende Sequenz sein oder sich darauf beziehen, oder kann Teil einer kodieren-
den Sequenz sein.

[0012] Alternativ kann die Nukleinsaure fir ein Protein kodieren, das kommerziell nitzlich ist, zum Beispiel
industriell oder wissenschaftlich nutzlich, zum Beispiel ein Enzym; pharmazeutisch nitzlich ist, zum Beispiel
ein Protein, das therapeutisch oder prophylaktisch als ein Medikament oder Impfstoff verwendet werden kann;
oder diagnostisch nutzlich ist, zum Beispiel ein Antigen fir die Verwendung in einem ELISA. Wirtszellen, die in
der Lage sind, kommerziell niitzliche Proteine herzustellen, werden manchmal als ,Zellfabriken" bezeichnet.

[0013] Im Allgemeinen sind geeignete transkriptionelle oder translationelle Kontroll-Elemente vorgesehen.
Fir die Gentherapie liegt die Nukleinsaure-Komponente im Allgemeinen in der Form eines Nukleinsaure-In-
serts in einem Plasmid oder Vektor vor. In manchen Fallen ist es jedoch nicht notwendig die Nukleinsdu-
re-Komponente in einen Vektor einzubauen, um Expression zu erhalten. Zum Beispiel kdnnen Genimpfung
und Antisense-Therapie unter Verwendung einer nackten Nukleinsaure erreicht werden.

[0014] Die Nukleinsaure ist im Allgemeinen DNA, allerdings kann in manchen Fallen RNA verwendet werden,
zum Beispiel bei der Krebs-Impfung. Die Nukleinsdure-Komponente wird nachstehend als die Plasmid-Kom-
ponente oder Komponente ,D" bezeichnet.

[0015] Die Integrin-bindende Komponente ist jede Komponente, die in der Lage ist, spezifisch Integrine zu
binden, die an der Oberflache von Zellen zu finden sind. Die Integrin-bindende Komponente kann ein naturlich
vorkommender Integrin-bindender Ligand sein, zum Beispiel ein extrazellulares Matrixprotein, ein virales Cap-
sidprotein, das bakterielle Protein Invasin, ein Schlangengift-Protein Disintegrin, oder irgendein Integrin-bin-
dendes Fragment eines dieser Proteine. Diese Integrin-bindenden Proteine und Fragmente davon kénnen von
naturlichen Quellen oder durch rekombinante Techniken erhalten werden, sie sind jedoch schwierig in grof3en
Mengen herzustellen und zu reinigen, sie erfordern die Konjugation direkt mit DNA oder RNA oder mit polyka-
tionischen Elementen fur die Bindung von DNA oder RNA, und sind immunogen in vivo.

[0016] Es ist bevorzugt, Integrin-bindende Peptide zu verwenden, insbesondere aufgrund ihrer einfachen
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Synthese, Reinigung und Lagerung, ihrem Potential flir chemische Modifizierung, und ihrer potentiell niedrigen
Immunogenizitat in vivo. Beispiele fir Integrin-bindende Peptide sind in Verfaille, 1994 #635; Wang, 1995
#645; Staatz, 1991 #539; Pierschbacher, 1984 #314; Massia, 1992 #86; Clements et al. 1994 & Lu et al. 1993;
und in Koivunen et al. 1995; 1993; 1994; O'Neil et al. 1992; Healy et al. 1995; und Pasqualani et al. 1995 ge-
geben.

[0017] Wie oben angedeutet binden Peptide, die die konservierte Aminosaure-Sequenz Arginin-Glycin-Aspa-
raginsaure (RGD) enthalten, mit hoher Affinitat an Integrine. Dementsprechend sind Peptide, die die RGD-Se-
quenz umfassen, besonders vorteilhaft. Die Affinitdt zwischen Integrin und Peptid-Liganden wird durch die
Aminosaure-Sequenz beeinflusst, die die RGD-Domane flankiert. Peptide, die eine cyclische Region aufwei-
sen, in der die konformationelle Freiheit der RGD-Sequenz eingeschrankt ist, besitzen im Allgemeinen eine
héhere Affinitat fir Integrin-Rezeptoren als ihre lineare Gegenstlicke. Derartige cyclische Peptide sind beson-
ders bevorzugt. Cyclische Peptide kdnnen gebildet werden, indem man zwei Cysteinreste in dem Peptid zur
Verfligung stellt, um so die Bildung einer Disulfid-Bindung zu ermdglichen. Ein Cysteinrest kann von der
RGD-Sequenz durch einen oder mehrere Reste, zum Beispiel bis zu sechs Reste getrennt sein, oder kann der
RGD-Sequenz unmittelbar benachbart sein, obwohl bevorzugt beide Cysteine nicht unmittelbar den Enden der
RGD-Sequenz benachbart sind.

[0018] Ein Beispiel fir eine Aminosaure-Sequenz, die die Cyclisierung durch die Bildung einer Disulfid-Bin-
dung ermdglicht, ist CRGDMFGC [SEQ ID NO: 5]. Ein Peptid, das aus der Sequenz CRGDMFGC besteht,
oder diese umfasst, kann vorzugsweise als ein Integrin-bindendes Peptid entsprechend der vorliegenden Er-
findung verwendet werden. Beispiele fur Peptide, die die Sequenz CRGDMFGC umfassen, und die effektive
Integrin-bindende Liganden sind, sind die Peptide GGCRGDMFGC [SEQ ID NO: 6], GGCRGDMFGCG [SEQ
ID NO: 7], GGCRGDMFGCA [SEQ ID NO: 8] und GACRGDMFGCA [SEQ ID NO: 9].

[0019] Das Peptid GACDCRGDCFCA [SEQ ID NO: 10] besitzt das Potential, zwei Disulfid-Bindungen zur
Stabilisierung der RGD-Schleife zu bilden. Dieses Peptid und andere, die das Potential besitzen, zwei
RGD-stabilisierende Disulfid-Bindungen zu bilden, kdnnen besonders vorteilhaft als Integrin-bindende Ligan-
den entsprechend der vorliegenden Erfindung sein.

[0020] Allerdings enthalten nicht alle Integrin-bindenden Peptide die konservierte RGD-Sequenz. Zum Bei-
spiel sind die Peptide GACRRETAWACA [SEQ ID NO: 11] und GACRRETAWACG [SEQ ID NO: 12] Inte-
grin-spezifische Peptide. Weitere Peptide, die die Sequenz CRRETTAWAC [SEQ ID NO: 13] umfassen, kén-
nen verwendet werden, genauso wie andere nicht RGD enthaltende Peptide, insbesondere solche, die das Po-
tential zur Bildung von Disulfid-Bindungen besitzen.

[0021] Peptid-Sequenzen kénnen auf der Grundlage von bekannten Liganden, zum Beispiel auf der Grund-
lage von Integrin-bindenden Domanen von naturlich vorkommenden Integrin-bindenden Liganden, oder auf
der Grundlage von bekannten Peptiden, die an Integrine binden, entwickelt werden.

[0022] Wie oben dargelegt sind Integrine eine Familie von heterodimeren Proteinen, die an der Oberflache
von Zellen gefunden werden. Sie bestehen aus mehreren unterschiedlichen a- und B-Untereinheiten. Manche
Integrine werden auf vielen Zelltypen gefunden, andere sind spezifischer, zum Beispiel sind a5- und av-Inte-
grine weitverbreitet und werden auf einer groRen Bandbreite von Zellen gefunden. Integrin-bindende Liganden
kdnnen sich in ihrer Affinitat fur verschiedene Integrine unterscheiden. Zum Beispiel besitzt GACRGDMFGCA
[SEQ ID NO: 9] (Peptid 1) Affinitat fir a5- und av-Integrine, ist aber nicht-spezifisch (O'Neil et al. 1992, Hart et
al. 1997). GACDCRGDCFCA [SEQ ID NO: 10] (Peptid 5) weist hohe Affinitat fir Integrin av auf, ist jedoch nicht
av-spezifisch (Koivunen et al. 1995; Hart et al. 1997). GACRRETAWACG [SEQ ID NO: 11] (Peptid 6) jedoch,
das nicht die konservierte RGD-Region enthalt, ist a5B1-spezifisch (Koivunen et al. 1995). Verschiedene Inte-
grin-bindende Peptide und ihre Integrin-Spezifitat sind in der nachstehenden Tabelle aufgefihrt:
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TABELLE

Peptid-Nummer
und Integrin- Sequenz SEQ ID NO
Spezifitit
Peptid 1 (av,

GACRGDMFGCA SEQ ID NO: 9
a5p1)
Peptid 2 (av,

GACRGDMFGCGG SEQID NO: 12
asSp1)
Peptid 5 (av) GACDCRGDCFCA SEQID NO: 10
Peptid 6 (a5B1) GACRRETAWACG SEQIDNO: 11
Peptid 7 (a4p1) GAGPEILDVPST SEQID NO: 13
Peptid 8 (a4p1) GACQIDSPCA SEQID NO: 14
Peptid 9 (a5B1) GACRRETAWACGKGACRRETAWACG |SEQ ID NO: 15

[0023] Es sollte angemerkt sein, dass die Verwendung einer Lipid-Komponente entsprechend der vorliegen-
den Erfindung die Transfektion fir alle getesteten Peptide und alle getesteten Zelltypen stark erhéht, anders
als andere Techniken zur Erhéhung, die ausprobiert wurden, wie zum Beispiel Chloroquin, das die Transfektion
in geringem Mafe in manchen, aber nicht allen getesteten Zelltypen erhéhen.

[0024] Die polykationische Nukleinsdure-bindende Komponente ist jedes Polykation, das in der Lage ist, DNA
oder RNA zu binden. Das Polykation kann jede Anzahl an kationischen Monomeren aufweisen, vorausgesetzt,
dass die Fahigkeit DNA oder RNA zu binden, erhalten bleibt. Zum Beispiel kénnen von 3 bis 100 kationische
Monomere vorhanden sein, zum Beispiel von 10 bis 20, insbesondere etwa 16. Ein Oligolysin ist besonders
bevorzugt, zum Beispiel aufweisend von 10 bis 20 Lysinreste, zum Beispiel von 15 bis 17 Reste, insbesondere
16 Reste, d. h. [K],,.

[0025] Die polykationische DNA- oder RNA-bindende Komponente kann vorzugsweise mit der Integrin-bin-
denden Komponente verknipft oder auf andere Weise verbunden sein. Eine kombinierte Integrin-bindende
Komponente/polykationische DNA- oder RNA-bindende Komponente kann nachstehend als Komponente ,I"
bezeichnet sein. Zum Beispiel kann eine polykationische DNA- oder RNA-bindende Komponente chemisch mit
einer Integrin-bindenden Komponente verknipft sein, zum Beispiel durch eine Peptid-Bindung im Fall eines
Oligolysins. Die polykationische Komponente kann an jeder Position der Integrin-bindenden Komponente ver-
knupft sein. Bevorzugte Kombinationen von Integrin-bindender Komponente und polykationischer DNA- oder
RNA-bindender Komponente sind ein Oligolysin, insbesondere [K],,, das mit einem Peptid, zum Beispiel einem
wie oben beschriebenen Peptid, Uber eine Peptid-Bindung verkniipft ist.

[0026] Die Lipid-Komponente kann ein kationisches Liposom sein oder bilden. Die Lipid-Komponente kann
eine oder mehrere Lipide, die ausgewahlt werden aus kationischen Lipiden und Lipiden, die Membran-desta-
bilisierende oder fusogene Eigenschaften besitzen, insbesondere eine Kombination aus einem kationischen
Lipid und einem Lipid, das Membran-destabilisierende Eigenschaften besitzt, sein oder umfassen.

[0027] Eine bevorzugte Lipid-Komponente (,L") ist oder umfasst das neutrale Lipid Dioleyl-Phosphatidyletha-
nolamin, hierin als ,DOPE" bezeichnet. DOPE besitzt Membran-destabilisierende Eigenschaften, die manch-
mal als ,fusogene" Eigenschaften bezeichnet werden (Farhood et al. 1995). Andere Lipide, zum Beispiel neu-
trale Lipide, die Membran-destabilisierende Eigenschaften aufweisen, insbesondere Membran-destabilisieren-
de Eigenschaften wie diejenigen von DOPE, kénnen anstelle von oder genauso wie DOPE verwendet werden.

[0028] Weitere Phospholipide, die wenigstens eine langkettige Alkylgruppe aufweisen, zum Beispiel Di(lange

Alkylkette)phospholipide, kénnen verwendet werden. Das Phospholipid kann eine Phosphatidyl-Gruppe, zum
Beispiel eine Phosphatidylalkanolamin-Gruppe, zum Beispiel eine Phosphatidylethanolamin-Gruppe umfas-
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sen.

[0029] Eine weitere bevorzugte Lipid-Komponente ist oder umfasst das kationische Lipid N-[1-(2,3-Dioleylo-
xy)propyl]-N,N,N-trimethylammoniumchlorid, das hierin als ,DOTMA" bezeichnet wird. DOTMA besitzt kationi-
sche Eigenschaften. Weitere kationische Lipide kdnnen zusatzlich zu oder als eine Alternative zu DOTMA ver-
wendet werden, insbesondere kationische Lipide, die ahnliche Eigenschaften wie die von DOTMA aufweisen.
Derartige Lipide sind zum Beispiel quarterndare Ammoniumsalze, die mit drei kurzkettigen Alkylgruppen und ei-
ner langkettigen Alkylgruppe substituiert sind. Die kurzkettigen Alkylgruppen kénnen die gleichen oder unter-
schiedlich sein, und kénnen ausgewahlt werden aus Methyl- und Ethylgruppen. Wenigstens eine und bis zu
drei der kurzkettigen Alkylgruppen kénnen eine Methylgruppe sein. Die lange Alkylkettengruppe kann eine ge-
rade oder verzweigte Kette, zum Beispiel eine Di(langkettige Alkyl)alkyl-Gruppe besitzen.

[0030] Eine weitere bevorzugte Lipid-Komponente ist oder umfasst das Lipid 2,3-Dioleyloxy-N-[2-(spermidin-
carboxamido)ethyl]-N,N-dimethyl-1-propanaminiumtrifluoridoacetat, das hierin als ,DOSPA" bezeichnet wird.
Analoge Lipide kénnen zusatzlich zu oder als Alternative zu DOSPA verwendet werden, insbesondere Lipide,
die dhnliche Eigenschaften wie die von DOSPA aufweisen. Derartige Lipide besitzen zum Beispiel kurzkettige
Alkylgruppen, die sich von denen in DOSPA unterscheiden.

[0031] Eine bevorzugte Lipid-Komponente umfasst DOPE und eine oder mehrere weitere Lipid-Komponen-
ten, zum Beispiel die oben beschriebenen. Besonders bevorzugt ist eine Lipid-Komponente, die eine Mischung
von DOPE und DOTMA umfasst. Derartige Mischungen bilden kationische Liposomen. Eine aquimolare Mi-
schung von DOPE und DOTMA wird als besonders effektiv gefunden. Eine derartige Mischung ist allgemein
als ,Lipofectin" bekannt, und ist kommerziell unter dem Namen ,Lipofectin" erhéltlich. Die Bezeichnung ,Lipo-
fectin" wird hierin allgemein verwendet, um eine dquimolare Mischung von DOPE und DOTMA zu bezeichnen.
Andere Mischungen von Lipiden, die kationische Liposomen mit Eigenschaften dhnlich denen von Lipofectin
sind, kdnnen verwendet werden. Lipofectin ist besonders vorteilhaft, da es in allen getesteten Zelltypen wirk-
sam ist.

[0032] Eine weitere bevorzugte Lipid-Komponente umfasst eine Mischung von DOPE und DOSPA. Derartige
Mischungen bilden ebenfalls kationische Liposomen. Eine Mischung von DOPE und DOSPA in einem Ge-
wichtsverhaltnis DOSPA:DOPE von 3:1 ist besonders wirksam. Eine derartige Mischung in Membran-gefilter-
tem Wasser ist kommerziell unter dem Namen ,Lipofectamine" erhaltlich. Mischungen, die DOPE, DOTMA und
DOSPA umfassen kénnen verwendet werden, zum Beispiel Mischungen von Lipofectin und Lipofectamine.

[0033] Weitere kationische Lipide sind kommerziell erhaltlich, zum Beispiel DOTAP (Boehringer Mannheim)
und Lipide der Tfx-Reihe (Promega). DOTAP ist N-[1-(2,3-Diolyloxy)propyl]-N,N,N-trimethylammoniummethyl-
sulfat. Die Tfx-Reagenzien sind Mischungen eines synthetischen kationischen Lipids [N,N,N',N'-tetrame-
thyl-N,N'-bis(2-hydroxyethyl)-2,3-di(oleoyloxy)-1,4-butandiammoniumiodid und DOPE. Alle diese Reagenzien
enthalten die gleiche Menge der kationischen Lipid-Komponente, enthalten jedoch unterschiedliche molare
Mengen des fusogenen Lipids DOPE.

[0034] Allerdings scheinen Lipofectin und Lipofectamine als die Lipid-Komponente in LID-Komplexen der vor-
liegenden Erfindung deutlich effektiver zu sein als es DOTPA und Tfx-Agenzien sind.

[0035] Die Effektivitat einer putativen Integrin-bindenden Komponente, polykationischen DNA- oder RNA-bin-
denden Komponente oder Lipid-Komponente kann ohne weiteres unter Verwendung der hierin beschriebenen
Verfahren bestimmt werden.

[0036] Die Effizienz der Transfektion unter Einsatz eines Komplexes der Erfindung wird durch das Verhaltnis
von Lipid-Komponente zu Integrin-bindender-Komponente zu DNA oder RNA beeinflusst. Fir jede ausgewahl-
te Kombination von Komponenten kénnen fir jeden speziellen zu transfizierenden Zelltyp die optimalen Ver-
haltnisse einfach durch Vermischen der Komponenten in verschiedenen Verhaltnissen und Messen der Trans-
fektionsrate fur diesen Zelltyp, zum Beispiel wie hierin beschrieben, bestimmt werden.

[0037] Zum Beispiel wurde eine Kombination bestehend aus einem pGL2-Plasmid, das ein fiir Luciferase (ein
Reporter-Gen) kodierendes Plasmid unter einem SV40-Promotor als DNA-Komponente (D) ist,
[K],,GACRGDMFGCA [SEQ ID NO: 17] ([K],,-Peptid 1) als eine kombinierte Integrin-bindende Komponen-
te/polykationische DNA-bindende Komponente (I) und Lipofectin (molares Verhaltnis DOPE:DOTMA von 1:1)
als die Lipid-Komponente (L) untersucht, um das optimale Verhaltnis der Komponenten herauszufinden. Kom-
plexe, die mit 1 pg Lipofectin (L) und 4 g [K],s-Peptid (1) pro 1 pg Plasmid (D) gebildet wurden, waren 100-mal
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aktiver als Komplexe ohne Lipofectin. Die Zugabe von grélkeren Mengen an Lipofectin senkte die Transfekti-
ons-Aktivitat auf eine von der Dosierung von Lipofectin abhéngigen Weise.

[0038] Ein optimales Transfektions-Verhaltnis von 0,75 ug Lipofectin (L) pro 4 pg der [K],s-Peptid Integrin-bin-
denden Komponente/polykationischen DNA- oder RNA-bindenden Komponente (I) pro 1 pg Plasmid-DNA
oder RNA (Nukleinsaure-Komponente, D) wurde fiir drei verschiedene Zelllinien, und zwar Melanomzellen, En-
dothelzellen und Epithelzellen gefunden. Dies Verhaltnis wurde spater als effektiv fir andere unterschiedliche
Zelllinien und fur andere Oligolysin-Peptide gefunden. Ein Gewichtsverhaltnis L:I:D von 0,75:4:1 entspricht ei-
nem molaren Verhéltnis von 0,5 nmol Lipofectin zu 1,25 nmol [K],,-Peptid 6 zu 0,25 pmol Kontrollplasmid
pGL2. Ein Gewichtsverhaltnis L:I:D von 0,75:4:1 oder das entsprechende molare Verhaltnis sind bevorzugt,
wenn Lipofectin als Lipid-Komponente eingesetzt wird.

[0039] Fureine Kombination von Komponenten in der Lipofectin durch Lipofectamine (DOPE/DOSPA) ersetzt
wird, wurde ein optimales Verhaltnis von 12 pg Lipofectamin zu 4 ug [K],.-Peptid 6 zu 1 ug Plasmid-DNA oder
RNA gefunden. Ein Gewichtsverhaltnis L:I:D von 12:4:1 oder das entsprechende molare Verhaltnis ist fur Li-
pofectamine-enthaltende Komplexe geeignet. Optimale Verhaltnisse fiir andere Systeme kénnen analog be-
stimmt werden.

[0040] Lipofectin und Lipofectamine scheinen besonders effektiv zur Verbesserung der Transfektion zu sein.
Lipofectin besitzt den Vorteil, das nur sehr geringe Mengen benétigt werden. Jegliche Nebeneffekte, die auf-
treten kénnen, werden somit minimiert. Wie oben angedeutet betragt das optimale Gewichtsverhaltnis der
Komponenten L:I:D wenn Lipofectamine verwendet wird, 12:4:1. Mit Lipofectin betragt das optimale Verhaltnis
nur 0,75:4:1.

[0041] Die vorliegende Erfindung sieht ein Verfahren zur Herstellung eines Transfektions-Komplexes der vor-
liegenden Erfindung vor, der das Vermischen der Komponenten (i), (ii), (iii) und (iv) umfasst.

[0042] Obwohl die Komponenten in jeder beliebigen Reihenfolge vermischt werden kénnen, ist es allgemein
bevorzugt, dass die Lipid-Komponente nicht zuletzt zugegeben wird. Fir den Fall, dass es eine kombinierte
Integrin-bindende Komponente/polykationische DNA- oder RNA-bindende Komponente gibt, ist es im Allge-
meinen bevorzugt, die Komponenten in der folgenden Reihenfolge zu vereinigen: Lipid-Komponente; kombi-
nierte Integrin-bindende/polykationische DNA- oder RNA-bindende Komponente; DNA- oder RNA-Komponen-
te, zum Beispiel in der Reihenfolge: Lipofectin, Oligolysin-Peptid-Komponente, DNA- oder RNA-Komponente.

[0043] Die vorliegende Erfindung sieht auch eine Mischung vor, die eine Integrin-bindende Komponente, eine
polykationische Nukleinsaure-bindende Komponente und eine Lipid-Komponente umfasst.

[0044] Eine derartige Mischung kann verwendet werden, um einen Nukleinsaure-enthaltenden Transfekti-
ons-Komplex der Erfindung durch das Einbringen einer Nukleinsaure in die Mischung, zum Beispiel durch Ver-
mischen, herzustellen. Alternativ kann die Mischung der Erfindung fiir die Herstellung eines Komplexes ver-
wendet werden, der anstelle der Nukleinsaure irgendeine andere Komponente umfasst, die in der Lage ist, an
die polykationische Nukleinsaure-bindende Komponente zu binden, wie zum Beispiel ein Protein.

[0045] Die vorliegende Erfindung sieht ferner ein Verfahren zur Herstellung eines Komplexes der vorliegen-
den Erfindung vor, das das Vermischen einer Nukleinsdure mit einer Mischung der vorliegenden Erfindung um-
fasst.

[0046] Die einzelnen Komponenten einer Mischung der Erfindung sind die jeweils oben in Bezug auf den
Komplex der Erfindung beschriebenen. Die bevorzugten Komponenten, bevorzugte Kombinationen von Kom-
ponenten, bevorzugte Verhaltnisse von Komponenten und bevorzugte Mischungs-Reihenfolge, beide in Bezug
auf die Mischung und die Herstellung eines Komplexes, sind die oben in Bezug auf den Komplex der Erfindung
beschriebenen.

[0047] Eine Mischung der vorliegenden Erfindung umfasst bevorzugt eine aquimolare Mischung von DOPE
und DOTMA (Lipofectin) als die Lipid-Komponente und ein Oligolysin-Peptid, insbesondere ein [K],,-Peptid als
eine kombinierte Integrin-bindende/Nukleinsaure-bindende Komponente. Das bevorzugte molare Verhaltnis
von Lipofectin zu Oligolysin-Peptid betragt 0,75:4.

[0048] Die vorliegende Erfindung sieht ein Verfahren zur Transfektion einer Zelle mit einer Nukleinsaure vor,
bei dem man die Zelle in vitro oder in vivo mit einem Komplex der vorliegenden Erfindung in Kontakt bringt.
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[0049] Die vorliegende Erfindung sieht auch ein Verfahren zur Expression einer Nukleinsaure in einer Wirts-
zelle vor, bei dem man die Zelle mit einem Komplex der vorliegenden Erfindung in Kontakt bringt. Die Wirtszelle
wird dann unter Bedingungen kultiviert, die der Zelle die Expression der Nukleinsaure ermdglichen.

[0050] Die vorliegende Erfindung sieht ferner ein Verfahren zur Herstellung eines Proteins vor, bei dem man
eine Wirtszelle in vitro oder in vivo mit einem Komplex der vorliegenden Erfindung in Kontakt bringt, der Zelle
die Expression des Proteins ermdglicht, und das Protein erhalt. Die Wirtszelle kann in vitro mit einer Nuklein-
saure mit Hilfe eines Komplexes der vorliegenden Erfindung transfiziert und kultiviert werden, wobei das Pro-
tein entweder von der Wirtszelle oder vom Kulturmedium erhalten wird.

[0051] Die vorliegende Erfindung sieht ferner eine Zelle vor, die mit einem Komplex der vorliegenden Erfin-
dung transfiziert worden ist, sowie die Abkdmmlinge einer derartigen Zelle.

[0052] Die vorliegende Erfindung sieht auch eine pharmazeutische Zusammensetzung vor, die einen Kom-
plex der vorliegenden Erfindung in Beimischung oder Verbindung mit einem pharmazeutisch geeigneten Tra-
ger umfasst. Die Kombination kann ein Impfstoff sein.

[0053] Die vorliegende Erfindung sieht auch ein Verfahren zur Behandlung von oder Prophylaxe vor einem
Zustand vor, der in einem Menschen oder in einem nicht-menschlichen Tier durch einen Defekt und/oder eine
Defizienz in einem Gen verursacht wird, bei dem man einem Menschen oder einem nicht-menschlichen Tier
einen Komplex der vorliegenden Erfindung verabreicht.

[0054] Die vorliegende Erfindung sieht auch ein Verfahren zur therapeutischen oder prophylaktischen Immu-
nisierung eines Menschen oder eines nicht-menschlichen Tieres vor, bei dem man einem Menschen oder ei-
nem nicht-menschlichen Tier einen Komplex der vorliegenden Erfindung verabreicht.

[0055] Die vorliegende Erfindung sieht auch ein Verfahren der Antisense-Therapie eines Menschen oder ei-
nes nicht-menschlichen Tieres vor, wobei ein Komplex der vorliegenden Erfindung, der Antisense-DNA um-
fasst, dem Menschen oder dem nicht-menschlichen Tier verabreicht wird.

[0056] Die vorliegende Erfindung sieht ferner einen Komplex der vorliegenden Erfindung zur Verwendung als
ein Medikament und/oder Impfstoff vor, zum Beispiel fur die Prophylaxe vor einem Zustand, der in einem Men-
schen oder in einem nicht-menschlichen Tier durch einen Defekt und/oder eine Defizienz in einem Gen verur-
sacht wird, fir die therapeutische oder prophylaktische Immunisierung eines Menschen oder eines
nicht-menschlichen Tieres, oder fiir die Antisense-Therapie eines Menschen oder eines nicht-menschlichen
Tieres.

[0057] Die vorliegende Erfindung sieht auch die Verwendung eines Komplexes der vorliegenden Erfindung
zur Herstellung eines Medikaments fir die Prophylaxe vor einem Zustand, der in einem Menschen oder in ei-
nem nicht-menschlichen Tier durch einen Defekt und/oder einer Defizienz in einem Gen verursacht wird, fur
die therapeutische oder prophylaktische Immunisierung eines Menschen oder eines nicht-menschlichen Tie-
res, oder fur die Antisense-Therapie eines Menschen oder eines nicht-menschlichen Tieres vor.

[0058] Ein nicht-menschliches Tier ist zum Beispiel ein Saugetier, Vogel oder Fisch, und ist insbesondere ein
kommerziell aufgezogenes Tier.

[0059] Die DNA oder RNA in dem Komplex der Erfindung ist fiir die beabsichtigte Gentherapie, Genimpfung
oder Antisense-Therapie geeignet. Die DNA oder RNA und damit der Komplex wird in einer Menge verabreicht,
die flr den beabsichtigten Zweck wirksam ist.

[0060] In einer weiteren Ausfihrungsform sieht die vorliegende Erfindung einen Kit vor, der fiir die Herstellung
einer Mischung der vorliegenden Erfindung geeignet ist. Ein derartiger Kit umfasst die folgenden Komponen-
ten: (i) eine Integrin-bindende Komponente; (ii) eine polykationische Nukleinsaure-bindende Komponente, und
(iii) eine Lipid-Komponente.

[0061] Ein Kit, der fur die Herstellung eines Komplexes der vorliegenden Erfindung geeignet ist, kann die obi-
gen Komponenten (i) bis (iii) umfassen, sowie (iv) entweder eine Nukleinsdure oder ein Plasmid oder Vektor,
der fiir die Expression einer Nukleinsaure geeignet ist, wobei das Plasmid oder der Vektor entweder leer ist
oder eine Nukleinsdure umfasst.
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[0062] Die Komponenten eines Kits sind zum Beispiel die oben in Bezug auf einen Komplex oder eine Mi-
schung der vorliegenden Erfindung beschriebenen. Bevorzugte Komponenten sind die oben beschriebenen.

[0063] Ein Kit umfasst im Allgemeinen Anleitungen fir die Herstellung eines Komplexes oder einer Mischung
der vorliegenden Erfindung. Bevorzugterweise geben die Anleitungen die bevorzugten Verhéltnisse der Kom-
ponenten und die bevorzugte Reihenfolge der Beimischung der Komponenten an, wie zum Beispiel oben be-
schrieben. Ein Kit kann zur Herstellung eines Komplexes, der fur Gentherapie, Genimpfung oder Antisen-
se-Therapie geeignet ist, verwendet werden. Alternativ kann er fir die Herstellung eines Komplexes verwendet
werden, der fir die Transfektion einer Wirtszelle mit einer Nukleinsaure, die fir ein kommerziell nutzbares Pro-
tein kodiert, geeignet ist, d. h. um sogenannte ,Zellfabriken" herzustellen.

[0064] Der Kit der vorliegenden Erfindung ermdglicht es dem Benutzer, schnell und einfach einen hocheffizi-
enten Transfektions-Komplex der vorliegenden Erfindung unter Verwendung irgendeiner DNA oder RNA nach
Wabhl herzustellen.

[0065] Ein Kit der Erfindung kann die folgenden Komponenten umfassen: (a) eine Integrin-bindende Kompo-
nente, (b) eine polykationische Nukleinsaure-bindende Komponente, (c) eine Lipid-Komponente und (d) eine
Nukleinsaure.

[0066] Ein derartiger Kit ist fur die Herstellung eines Komplexes zur Verwendung, zum Beispiel bei der Gen-
impfung oder Antisense-Therapie geeignet.

[0067] In einem Kit der Erfindung sind die Komponenten einschliel3lich der bevorzugten Komponenten, zum
Beispiel die oben in Bezug auf einen Komplex der vorliegenden Erfindung beschriebenen.

[0068] Die vorliegende Erfindung sieht auch eine wie oben beschriebene Lipid-Komponente zur Verwendung
bei der Erhéhung der Transfektions-Effizienz einer Zelle mit einer Nukleinsaure, entweder DNA oder RNA, vor,
wobei die Lipid-Komponente in Verbindung mit einer Integrin-bindenden Komponente und einer polykationi-
schen Nukleinsdure-bindenden Komponente verwendet wird.

[0069] Die vorliegende Erfindung sieht auch die Verwendung einer wie oben beschriebenen Lipid-Komponen-
te zur Herstellung eines Medikaments vor, umfassend

(i) eine Nukleinsaure, insbesondere eine Nukleinsaure, die fur eine Sequenz von Interesse kodiert,

(i) eine Integrin-bindende Komponente,

(iii) eine polykationische Nukleinsdure-bindende Komponente und

(iv) die Lipid-Komponente.

[0070] Das Medikament kann fir die Gentherapie, Genimpfung oder Antisense-Therapie bestimmt sein.

[0071] Die vorliegende Erfindung sieht auch einen Transfektions-Komplex vor, der
(i) eine Nukleinsaure, insbesondere eine Nukleinsaure, die fur eine Sequenz von Interesse kodiert,
(ii) eine Integrin-bindende Komponente und
(iii) eine polykationische Nukleinsaure-bindende Komponente, die dadurch gekennzeichnet ist, dass eine
Lipid-Komponente, zum Beispiel eine wie oben beschriebene, eine zusatzliche Komponente des Komple-
xes ist,

umfasst.

[0072] Die vorliegende Erfindung sieht auch ein Verfahren zur Erhdhung der Effizienz eines Transfekti-
ons-Vektors vor, das
(i) eine Nukleinsaure, insbesondere eine Nukleinsaure, die fur eine Sequenz von Interesse kodiert,
(ii) eine Integrin-bindende Komponente und
(iii) eine polykationische Nukleinsaure-bindende Komponente, die dadurch gekennzeichnet ist, dass eine
Lipid-Komponente, zum Beispiel eine wie oben beschriebene, als eine zusatzliche Komponente des Kom-
plexes enthalten ist,

umfasst.

[0073] In jedem Fall sind die verschiedenen Komponenten die oben beschriebenen. Die Lipid-Komponente
ist zum Beispiel eine Mischung von DOPE und DOSPA oder insbesondere eine Mischung von DOPE und DOT-
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MA, insbesondere eine aquimolare Mischung von DOPE und DOTMA (Lipofectin).

[0074] Targets fur die Gentherapie sind wohlbekannt und umfassen monogene Stérungen, wie zum Beispiel
cystische Fibrose, verschiedene Krebsarten und Infektionen, wie zum Beispiel virale Infektionen, zum Beispiel
mit HIV. Zum Beispiel bietet die Transfektion mit dem p53-Gen ein groRes Potential zur Behandlung von Krebs.
Targets fur die Genimpfung sind ebenfalls wohlbekannt und umfassen Impfung gegen Pathogene, fiir die Impf-
stoffe, die von natirlichen Quellen abgeleitet sind, zu gefahrlich fir die Verwendung beim Menschen sind, und
rekombinante Impfstoffe nicht immer wirksam sind, wie zum Beispiel Hepatitis B-Virus, HIV, HCV und Her-
pes-Simplex-Virus. Targets fir Antisense-Therapie sind ebenfalls bekannt. Weitere Targets fir Gentherapie
und Antisense-Therapie werden mit zunehmendem Wissen um die genetischen Grundlagen von Krankheiten
vorgeschlagen, genauso wie weitere Targets fir die Genimpfung.

[0075] Fur Transfektions-Komplexe der vorliegenden Erfindung konnte gezeigt werden, dass sie verschiede-
ne unterschiedliche Zelltypen, darunter Endothel- und Epithelzellen, sowie Tumorzellen, transfizieren. Die
Transfektion von allen getesteten Zelltypen, darunter Zelltypen, die besonders resistent gegenliber Transfek-
tion mit den meisten Plasmid-Transfektions-Vektoren sind, wie zum Beispiel Neuoblastoma-Zellen, primare
glatte Muskelzellen, kardiale Myocyten und hamatopoietische Zellen, wurde mit hoher Effizienz unter Verwen-
dung von Transfektions-Komplexen der vorliegenden Erfindung erzielt. Dies ermoglicht die wirksame Genthe-
rapie, Genimpfung und Antisense-Therapie ohne die vorherigen Einschrankungen wie bezlglich des Zelltyps.
Zum Beispiel besitzt die Transfektion mit dem p53-Gen grofies Potential fir die Krebstherapie, ist jedoch zur
Zeit durch die Auswahl an Zelltypen, in denen effektive Transfektion erreicht werden kann, beschrankt.

[0076] Die effektive Transfektion von Neuroblastomzellen zeigt, dass die Komplexe der Erfindung als Impf-
stoff oder zur Therapie von Neuroblastom, einer bedeutenden malignen Erkrankung bei Kindern, verwendet
werden koénnen. Die effektive Transfektion von primaren glatten Muskelzellen und kardialen Myocyten, die be-
sonders resistent gegentber Plasmid-vermittelter Transfektion sind, zeigt, dass Krankheiten und andere pa-
thologische Zustande, die Muskeln und das kardiovaskulare System betreffen, nun mit der Gentherapie be-
handelt werden kénnen. Eine dieser Zustande ist Restenose. Nach Ballonangioplastie bilden sich Plaques in
30-50% der Falle zurtick. Ein Gen, das die Proliferation von Zellen in BlutgefaBwanden verhindert, kann unter
Verwendung eines Komplexes der vorliegenden Erfindung eingefiihrt werden, um Restenose zu vermindern.

[0077] Hamatopoietische Zellen sind ein weiterer Zelltyp, der besonders resistent gegenuber Plasmid-vermit-
telter Transfektion ist. Die Effektivitat der Transfektion mittels eines Komplexes der vorliegenden Erfindung, die
60% Uberschreiten kann, ermdglicht nun Gentherapie, Genimpfung und Antisense-Therapie von Krankheiten,
die hamatopoietische Zellen betreffen, einschliellich Leuk&mie, und Fehlsteuerungen von Knochen-
marks-Stammzellen. Zum Beispiel kann die Transfektion eines Cytokingens fir die adjuvante Immuntherapie
eingesetzt werden.

[0078] Es konnte gezeigt werden, dass Komplexe der vorliegenden Erfindung wirksame Vektoren fiir den in-
trazellularen Transport und die intrazellulare Bereitstellung von Antisense-Oligonukleotiden sind, was antivirale
Therapie und Krebstherapie ermdglicht.

[0079] Ferner konnte gezeigt werden, dass Komplexe der vorliegenden Erfindung wirksam fiir den intrazellu-
laren Transport von sehr groRen DNA-Molekilen, wie zum Beispiel DNA mit einer GréRe von mehr als 125 kb,
sind, was mit herkdmmlichen Vektoren besonders schwierig ist. Dies ermdglicht die Einfihrung von kinstlichen
Chromosomen in Zellen.

[0080] In vivo konnte Transfektion in hohen Raten gezeigt werden, was den Nutzen der Komplexe der vorlie-
genden Erfindung fir die Gentherapie, Antisense-Therapie und Genimpfung bestatigt. Die Transfektion der
Atemwege, wie zum Beispiel des bronchialen Epithels, zeigt den Nutzen fir die Gentherapie von zum Beispiel
cystischer Fibrose und Asthma. Transfektion des cornealen Endothels zeigt den Nutzen fir die Behandlung
von Augenerkrankungen, die die Cornea oder corneale Organtransplantate in Mitleidenschaft ziehen, wie zum
Beispiel beim Glaukom.

[0081] Die hohen Transfektionsraten machen den Komplex der Erfindung besonders geeignet fiir die Herstel-
lung von Wirtszellen, die in der Lage sind, ein gewilinschtes Protein herzustellen, den sogenannten ,Zellfabri-
ken". Fur die Herstellung Uber einen langen Zeitraum ist es wiinschenswert, dass die eingeflhrte Nukleinsaure
in das Genom der Wirtszelle integriert oder auf andere Weise stabil darin behalten wird. Dies kann ohne wei-
teres festgestellt werden. Wie oben angeflihrt ist die Bandbreite von Proteinen, die auf diese Weise hergestellt
werden, grof3, darunter Enzyme fir den wissenschaftlichen oder industriellen Einsatz, Proteine fiir die Verwen-
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dung in der Gentherapie und Prophylaxe, Immunogene fur die Verwendung in Impfstoffen und Antigene fiir die
Verwendung in der Diagnostik.

[0082] Die vorliegende Erfindung sieht einen nicht-viralen Vektor vor, der zu hocheffizienter Transfektion in
der Lage ist. In einer bevorzugten Ausflihrungsform umfasst der Vektor vier modulare Elemente; ein Oligolysin,
insbesondere [K],;, DNA- oder RNA-bindendes Element; ein Integrin-bindendes Peptid mit hoher Affinitat, wie
zum Beispiel ein hierin beschriebenes Peptid, eine DNA- oder RNA-Sequenz, wahlweise in einem Plasmid,
und wahlweise unter Kontrolle eines viralen Promotors und eines Enhancer-Elements; das kationische Lipo-
som DOTMA/DOPE (Lipofectin). Die Kombination von Oligolysin-Peptid/DNA- oder RNA-Komplex mit der kat-
ionischen Liposom-Formulierung DOTMA/DOPE stellt eine potente Kombination dar. Alternativ kann eine DO-
PE/DOSPA-Formulierung anstelle von oder zuséatzlich zu einer DOTMA/DOPE-Formulierung verwendet wer-
den. Es konnte die Optimierung der Variablen, die mit der Komplex-Bildung in Zusammenhang stehen, und
das Verfahren der Transfektion durch LID-Komplexe gezeigt werden. Zusatzlich dazu wurde Atomkraft-Mikro-
skopie durchgefiihrt, um die Struktur der Komplexe aufzudecken.

[0083] Die wichtigsten Variablen bei der Bildung von optimalen LID-Transfektions-Komplexen scheint das
Verhaltnis der drei Komponenten und die Reihenfolge ihrer Mischung zu sein. Die gleiche Zusammensetzung
scheint optimal fir alle getesteten Zelllinien zu sein.

[0084] Der Funktionsmechanismus des Komplexes der vorliegenden Erfindung, der Grund fiir die unerwartet
hohen Transfektionsraten und die Uberraschend grof3e Vielfalt an Zellen, die mit hoher Effizienz transfiziert
werden kénnen, sind bisher noch nicht verstanden.

[0085] Allerdings weisen die folgenden Beobachtungen, die als ein Ergebnis der vorliegenden Erfindung ge-
macht wurden, darauf hin, dass es die Rolle der Lipid-Komponente ist, die Effizienz der Transfektion, die durch
Oligolysin-Peptid/DNA- oder RNA-Komplexe vermittelt wird, zu erhéhen:

[0086] Die Transfektionsrate ist mit LID (Lipofectin/[K],s-Peptid/Plasmid)-Komplexen drei- bis sechsfach ho-
her als die mit LKD (Lipofectin/[K],s/Plasmid)-Komplexen, die mit den gleichen Ladungsverhaltnissen herge-
stellt wurden, oder mit LD (Lipofectin/Plasmid)-Komplexen. Dies deutet darauf hin, dass der Integrin-steuernde
Teil, d. h. das Peptid, ein bedeutender Faktor bei der Transfektions-Effizienz dieser Komplexe ist.

[0087] Optimierte LID-Transfektions-Komplexe enthalten nur ein Siebtel des Gehalts an Lipofectin, der fir die
optimale Transfektion mit LD-Komplexen benétigt wird. Transfektionen mit LD-Komplexen mit niedrigem Lipo-
fectin-Gehalt, die das gleiche Verhaltnis von Lipofectin zu [K],,-Peptid/Plasmid wie in optimalen LID-Komple-
xen, jedoch kein [K],s-Peptid enthielten, waren Uberhaupt nicht in der Lage Zellen zu transfizieren. Dies weist
darauf hin, dass die Rolle von Lipofectin in LID-Komplexen darin besteht, die Transfektion, die durch das Inte-
grin-Rezeptor-bindende Peptid vermittelt wird, zu erhéhen.

[0088] Ferner konnten wir zeigen, dass sowohl LID- als auch ID-Komplexe spharische Teilchen mit ahnlichen
Grolen bilden. Optimale LD-Komplexe bildeten dagegen ein tubulares Netzwerk mit einigen Tubuli-assoziier-
ten Teilchen, was auf eine andere Art von zellularem Interaktions- und Transfektions-Mechanismus als bei LID-
und ID-Transfektionen hinweist.

[0089] Es ist moglich, dass die Kondensation von Plasmid-DNA oder RNA durch das Oligolysin-Element des
Integrin-gerichteten Oligolysin-Peptids und die kationische Ladung der Komplexe bei Assoziation mit Lipofectin
zu hohen Expressionsraten flihren kann, und die Integrin-gerichtete Gruppe, d. h. das Peptid, irrelevant ist.
Transfektions-Experimente mit LKD-Komplexen, die in der gleichen Reihenfolge und den gleichen Ladungs-
verhaltnissen gemischt wurden wie die LID-Komplexe, waren wirksamer als LD- oder KD-Komplexe. Zur Be-
urteilung des Beitrags der relativen Bedeutung des Oligolysin-Elements und der Integrin-gerichteten Pep-
tid-Domane der kombinierten Integrin-bindenden Komponente/polykationischen DNA- oder RNA-bindenden
Komponente | wurden Transfektionen mittels LID-Komplexen durchgefuhrt, die einen Bereich von Verhaltnis-
sen von [K],, und [K],-Integrin-gerichtetem Peptid 6, [K],; GACRRETAWACG [SEQ ID NO: 18] enthielten. Die
Transfektions-Expressions-Daten weisen auf héhere Effizienz mit Komplexen hin, in denen steigende Mengen
von [K],,-Peptid 6 [K],, ersetzen, und auf eine Dosis-Abh&ngigkeit von der Menge der Integrin-gerichteten (Li-
ganden-bindenden) Domane, d. h. Peptid 6.

[0090] Das Verhaltnis der Komponenten, die zusammengemischt den optimalen Transfektions-Komplex bil-

den, ist auch informativ hinsichtlich des moéglichen Mechanismus von Lipofectin-vermittelter Erhdhung der
Transfektion. Das DOTMA-Element von Lipofectin ist kationisch, was die Aktivitdt des Komplexes erhdhen
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kann, wahrend DOPE die Fahigkeit aufweisen kann, die endosomale Membran zu destabilisieren (Farhood et
al.,, 1995), was die endosomale Freisetzung von Plasmid-DNA oder RNA erhdht. Die Komponenten der
LID-Komplexe werden in gleichbleibenden optimalen Verhaltnissen zusammengemischt. Es ist anzunehmen,
dass die gebildeten Teilchen ebenfalls diese Elemente in den gleichen Verhaltnissen enthalten. Daher sind 3
nmol negativer Ladung von Plasmid-DNA oder RNA mit etwa 21 nmol positiver Ladung vom [K],,-Peptid asso-
ziiert. Lipofectin stellt dagegen nur weitere 0,25 nmol positiver Ladung zur Verfligung. Dies deutet darauf hin,
dass entgegen der Erwartungen, der erh6hende Einfluss von Lipofectin in LID-Komplexen nicht auf die Ladung
zuruckzufuhren ist, sondern mit dem membrandestabilisierenden Effekt der DOPE-Komponente in Verbindung
steht.

[0091] Obwohl nicht auf die folgende Theorie flr den Funktionsmechanismus beschrankt, wird das folgende
Modell der friihen Phasen des Transfektions-Prozesses, das auf den hierin beschriebenen Beobachtungen ba-
siert, vorgeschlagen, um die Uberraschende und unerwartet hohe Effizienz der Transfektions durch LID-Kom-
plexe, deren hohe Effizienz in allen untersuchten Zelltypen gefunden wird, zu erklaren.

[0092] Die Komplexe werden elektrostatisch durch zuféllige Assoziation von Lipofectin, Oligolysin-Peptid und
Plasmid-DNA oder RNA gebildet. Der relativ hohe Anteil an Oligolysin-Peptid gewahrleistet einen hohen Anteil
an Integrin-gerichteten Liganden pro Plasmid-Molekiil. Teilchen werden gebildet, die ein oder mehrere Plasmi-
de, assoziiert mit tausenden Oligolysin-Peptiden, und daher eine sehr hohe Konzentration an Integrin-gerich-
teten Liganden enthalten. Durch das Mischen von Lipofectin mit dem Oligolysin-Peptid, und anschlieBender
Zugabe von Plasmid-DNA oder RNA, werden Komplexe gebildet, die alle drei Komponenten enthalten. Die
Teilchen weisen aufgrund der hohen Dichte an Liganden eine hohe Affinitat zu Integrinen auf Zelloberflachen
auf, und werden durch einen phagozytischen Prozess gebunden und aufgenommen (Hart et al., 1994). Die
Vesikel fusionieren unter Bildung von Endosomen, wobei das in den Teilchen enthaltene DOPE-Element unter
sauren Bedingungen die Destabilisierung der endosomalen Membran und die anschlielende Freisetzung in
das Cytoplasma vermittelt. Phagozytierte Teilchen, die kein Lipofectin aufweisen, werden in den Endosomen
abgebaut. Teilchen, die keine Integrin-gerichtete Gruppe aufweisen, werden weniger effizient an Zellen gebun-
den und von diesen aufgenommen. Sowohl Lipofectin als auch das Oligolysin ([K],s)-Element der Oligoly-
sin-Peptide tragen wahrscheinlich zur allgemeinen Effizienz der LID-Komplexe bei, jedoch scheint das Inte-
grin-Zielsteuerungs-Vermdgen der Oligolysin/Peptid-Komponente wichtig fir die optimale Zielsteuerung und
Aufnahme der Komplexe zu sein.

[0093] Die folgenden, nicht einschrankenden Beispiele verdeutlichen die vorliegende Erfindung. Die Beispiele
beziehen sich auf die begleitenden Zeichnungen, in denen:

[0094] Fig. 1 den Einfluss von verschiedenen Mengen von Lipofectin (DOTMA:DOPE) auf die Erhéhung der
Transfektion von ECV304-Zellen unter Verwendung eines Komplexes, der aus Lipofectin, Oligolysin-Peptid 1
([K],:GACRGDMFGCA [SEQ ID NO: 19]) und dem Plasmid pGL2 besteht, zeigt.

[0095] Fig. 2 den Einfluss von verschiedenen Mengen von Lipofectin auf die Erhéhung der Transfektion von
A375M, COS-7 und ECV-40-Zellen unter Verwendung eines Komplexes, der aus Lipofectin, Oligolysin-Peptid
1 ([K],:GACRGDMFGCA) und dem Plasmid pGL2 besteht, zeigt.

[0096] Fig. 3 den Einfluss der Mischungs-Reihenfolge der Komponenten eines Komplexes, der aus Lipofectin
(L), Oligolysin-Peptid 1 ([K],;GACRGDMFGCA) (I) und dem Plasmid pGL2 (D) besteht, auf die Erhéhung der
Transfektion von ECV40-Zellen zeigt.

[0097] Fig. 4 einen Vergleich der Erhdhung der Transfektion durch Lipofectin von Komplexen, die das Plas-
mid pGL2 wund Oligolysin-Peptid 1 ([K],;GACRGDMFGCA, pep 1) oder Oligolysin-Peptid 5
([K],c,GACDCRGDCFCA) [SEQ ID NO: 20], pep 5) oder Oligolysin-Peptid 6 ([K],, GACRRETAWACG [SEQ ID
NO: 21], pep 6) oder [K],5 (K16) mit Lipofectin (lip) und ohne Lipofectin enthalten, und einem Komplex, der das
Plasmid pGL2 mit Lipofectin: [K],s-Lysin-Peptid 1 in einem Gewichtsverhaltnis von 4:1 (Lipo 4 to 1) enthalt,
zeigt.

[0098] Fig.5 die Dosis-Abhangigkeit eines Komplexes, der Lipofectin, Oligolysin-Peptid 6
([K],:GACRRETAWACG) und das Plasmid pGL2 enthalt, von der Verflgbarkeit von Integrin-bindenden Ligan-
den zeigt.

[0099] Fig. 6 die Struktur verschiedener Komplexe, wie durch Atomkraft-Mikroskopie ermittelt, zeigt, wobei
die Komplexe mit folgenden unterschiedlichen Kombinationen von Plasmid-DNA (Plasmid pGL2), Oligoly-
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sin-Peptid ([K],s-Peptid 6) und Lipofectin gebildet wurden: A: [K],s-Peptid 6 und Plasmid pGLZ2; B: [K],-Peptid
6, Lipofectin und Plasmid pGL2; C: Lipofectin und Plasmid pGL2, optimales Verhaltnis; D: Lipofectin und Plas-
mid pGL2, suboptimales Verhaltnis.

[0100] Fig. 7 die Expressions-Level von IL-12 48 Stunden nach der Transfektion von COS-7-Zellen und den
Neuroblastom-Zelllinien IMR-32, KELLY und SHSY-5Y mit einem Komplex, enthaltend Lipofectin, Oligoly-
sin-Peptid 6 ([K],; GACRRETAWACG) und entweder zwei retrovirale Plasmid-Konstrukte, die fur die zwei Do-
manen von IL-12 kodieren (MFGS-IL12), oder ein Plasmid, das ein Fusionsgen, Flexi-12, unter einem
CMV-Promotor enthalt, zeigt.

[0101] Fig. 8 den Einfluss der Transfektion mit Antisense-Oligonukleotiden (AS) gegen den Thrombin-Rezep-
tor (PAR-1) auf die durch Thrombin induzierte Proliferation von humanen fétalen Lungen-Fibroblasten
(HFL-1-Zellen), zeigt.

[0102] Fig. 9 den Effekt der Transfektion der hamatopoietischen Zelllinien HL60, PLB985, TF1 und U937 mit
LID-Komplexen, die Lipofectin, das Reportergen pEGFP-N1 und entweder [K],,-Peptid 6 (pep 6) oder
[K],6-Peptid 8 (GGCRGDMFGCA [SEQ ID NO: 8], pep 8) enthalten, im Vergleich mit unbehandelten Zellen
zeigt. Der prozentuale Anteil an GFP-positiven Zellen wurde mittels eines Fluoreszenz-aktivierten Zellsortie-
rers bestimmt.

BEISPIELE
MATERIALIEN & METHODEN
Zelllinien

[0103] Die Zelllinie COS-7 (Nieren-Epithelzellen vom Affen) wurden in Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM; Life Technologies, Paisley, GroRbritannien), das mit 10% fotalem Kalberserum (foetal calf serum,
FCS), L-Glutamin, Penicillin und Streptomycin supplementiert wurde, kultiviert. ECV304 (spontan transformier-
te humane Nabelvenen-Endothelzellen) wurden in 199-Medium (Life Technologies, Paisley, GroRbritannien)
gezlchtet. HT1080 Fibrosarkom-Zellen und A375M-Melanomzellen wurden in DMEM und 10% FCS kultiviert.
IMR2-Neuroblastomzellen wurden in DMEM F12 Nutrient Mix (Life Technologies) geziichtet. Alle Zelllinien
wurden in einem Brutschrank bei 37°C und 5% CO,-Gehalt in einer mit Wasser gesattigten Atmosphére ge-
zichtet.

Peptid-Synthese

[0104] Die Sequenz von Peptid 6, GACRRETAWACG basiert auf einem a5B1-spezifischen Peptid aus einer
Phagen-Bank (Koivunen et al., 1995). Das Oligolysin-Peptid [K],; GACRRETAWACG wurde wie folgt syntheti-
siert:

Geschitzte Aminosauren und vorbeladene Gly-Wang-Harze wurden von Calbiochem-Novabiochem (Notting-
ham, GroRbritannien) erhalten. Lésungsmittel und HBTU [2-(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluroni-
um-hexafluorophosphat] wurden von Perkin-Elmer Applied Biosystems, Grof3britannien, erhalten. Das Peptid
wurde mit einem Model 431A updated Applied Biosystems Solid Phase Synthesiser auf 0,1 mmol vorbelade-
nen Gly-Wang-Harzen (Calbiochem-Novabiochem, Nottingham, GroRbritannien) unter Verwendung von
.Basic Feedback Monitoring Cycles" und HBTU als Kopplungsreagenz synthetisiert. 9-Fluorenylmethyloxycar-
bonyl wurde flr den temporaren Schutz von a-Aminogruppen verwendet. Schutzgruppen fir Seitenketten wa-
ren tert-Butyloxycarbonyl fir Lys und Trp, Trityl fir Cys, 2,2,5,7,8-Pentamethylchroman-6-sulfony! fir Arg,
tert-Butylester fir Glu und tert-Butylether fir Thr. Die Spaltung vom Harz und die Entfernung der Schutzgrup-
pen vom Peptid wurde durch Behandlung des Peptidyl-Harzes mit 10 ml einer Mischung, die 10 ml Trifluores-
sigsaure, 0,25 ml Ethandithiol, 0,25 ml Triisopropylsilan enthielt, bei 20°C fir zwei Stunden erreicht. Das Peptid
wurde mittels eiskaltem Diethylether prazipitiert, und anschlieRend durch einen feinen gesinterten Glassfilter-
trichter unter leicht vermindertem Druck filtriert. Das Peptid-Prazipitat wurde in 10% Essigsaure/Wasser-L6-
sung gel6st und gefriergetrocknet. Das Rohpeptid wurde durch Umkehrphasen-HPLC und Matrix-gestitzte La-
ser-Desorptions-lonisations-Flugzeit-Massenspektroskopie analysiert. Die Reinheit des Rohpeptids betrug bei
der Umkehrphasen-HPLC etwa 70%, und die Massen-Analyse mittels eines Finnegan LazerMat ergab ein Mo-
lekulargewicht von 3331,5 fiir das MH+-lon, was in ausgezeichneter Ubereinstimmung mit dem berechneten
Gewicht fur das MH+-lon von 3331,46 war.

[0105] Oligolysin-Peptid 1: [K],, GACRGDMFGCA und Oligolysin-Peptid 5: [K],, GACDCRGDCFCA wurden
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von Zinsser Analytic (Maidenhead, GroR3britannien) erhalten.
Plasmid-DNA

[0106] Die Plasmide pGL2, das ein Luciferase-Reportergen enthalt (Promega, Madison, WI, USA) und
pCMVp, das ein B-Galactosidase-Reportergen enthalt (Clontech, Palo Alto, Kalifornien, USA), wurden in
Escherichia coli DH5a gezuchtet und nach alkalischer Lyse der Bakterien Uber Qiagen-Harzsaulen (Qiagen
Ltd., Crawley, GroRbritannien) nach den Angaben des Herstellers gereinigt. Die mit Isopropanol prazipitierten
DNA-Pellets wurden mit 70% Ethanol gewaschen und danach in Wasser oder TE-Puffer (10 mM Tris-HCI, pH
8,0 und 1 mM EDTA) geldst.

[0107] Spektrophotometrische Messungen der Plasmid-Lésungen dienten dazu, die Konzentration (A,,) und
Reinheit (Verhaltnis A, /A,q,) der Plasmide zu berechnen. Die Plasmid-Lésungen wurden auf eine Konzentra-
tion von 1 mg/ml eingestellt und bei 4°C gelagert.

Bildung von Transfektions-Komplexen

[0108] Die Zellen wurden in 24-Well-Schalen zu 5 x 10* Zellen pro Well ausgeséat und anschlielend tber
Nacht bei 37°C in komplettem Wachstumsmedium inkubiert. Am folgenden Tag wurden Transfektions-Komple-
xe aus den folgenden Stammldsungen, die alle in OptiMEM (Life Technologies, Paisley, Grof3britannien) her-
gestellt wurden, hergestellt: Lipofectin (eine aquimolare Mischung des kationischen Lipids N-[1-(2,3-dioleylo-
xy)propyl]-N,N,N-trimethylammoniumchlorid (DOTMA) und des neutralen Lipids Dioleoylphosphatidylethano-
lamin (DOPE), das als ,Lipofectin" von Life Technologies, Paisley, Grof3britannien, erhalten wurde, 1 mg/ml),
pGL2-Kontrolle (1 mg/100 ml) und [K],/Integrin-gerichtetes Peptid 1, 5 oder 6 (0,1 mg/ml).

[0109] Die Komplexe wurden Ublicherweise mit drei Komponenten hergestellt: Oligolysin-Peptid (I), Plas-
mid-DNA oder RNA (D) und Lipofectin (L), durch Zusammenmischen der verschiedenen Komponenten mit ei-
ner automatischen Pipette. Die Mischung LID wurde auf gleiche Weise mit dem optimalen Gewichtsverhaltnis
0,75:4:1 (L:I:D) hergestellt. Beide Arten von Mischungen wurden fir wenigstens 30 Minuten aggregieren ge-
lassen und danach auf eine Konzentration von 1 ug DNA pro 0,5 ml mit OptiMEM verdinnt. Das Wachstums-
medium wurde aus jedem Well entfernt und anschlielend 0,5 ml des Transfektions-Komplexes zugegeben.
Die Schale wurde danach fir vier bis sechs Stunden in den Brutschrank zurtick gestellt. Im Anschluss wurde
das Transfektionsmedium entfernt und durch 1 ml komplettes Wachstumsmedium ersetzt. Die transfizierten
Zellen wurden flr 48 bis 72 Stunden inkubiert und anschlielend auf Reportergen-Aktivitat hin ausgewertet.

Luciferase-Assays

[0110] Die mit pGL2 transformierten Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen, um Serum zu entfernen,
danach wurden 100 pl Reporter-Lysispuffer (Promega, Madison, WI, USA) in jedes Well gegeben und bei 40°C
fur 15 bis 30 Minuten inkubiert. Die Zellen wurden anschlieRend durch Abschaben mit einer gelben Mikropipet-
tenspitze abgeldst. Danach wurden zellfreie Lysate hergestellt und mit einem Luciferase-Assay-Kit (Promega,
Madison, WI, USA) nach Angaben des Herstellers untersucht. Die gesamte Lichtemission wurde fir 60 Sekun-
den mit Hilfe eines LKB 1251 Luminometers (Labtech, Uckfield, GroRbritannien) gemessen. Die Protein-Kon-
zentration jeder Probe wurde im Anschluss mit Protein Assay Reagent (BioRad, Hercules, CA, USA) bestimmt,
und die Aktivitdt des Luciferase-Enzyms als relative Lichteinheiten (relative light units) pro Milligram Protein
(RLU/mg) ausgedrtickt.

LacZ-Assays

[0111] Die p-Galactosidase-Aktivitdt wurde durch Farbung mit X-gal detektiert. Nach dem Waschen mit PBS
wurden die Zellen durch Zugabe von 0,5% Glutaraldehyd in PBS fiir 20 Minuten bei 40°C auf den Plastikscha-
len fixiert. Die Wells wurden mit PBS gewaschen und die Zellen mit X-gal bei 37°C fur bis zu sechs Stunden
gefarbt.

Atomkraft-Mikroskopie (Atomic Forces Microscopy, AFM)
[0112] Die Analyse von Transfektions-Komplexen mit Atomkraft-Mikroskopie wurde wie kurzlich beschrieben
(Wolfert & Seymour, 1996) mittels eines AFM-2, Teil des NanoScope |l (Digital Instruments, Santa Barbara,

USA), durchgefiihrt. Die Transfektions-Komplexe von [K],,-Peptid 6/pGL2, mit und ohne Lipofectin, wurden wie
oben beschrieben hergestellt, mit der Ausnahme, dass Wasser anstelle von OptiMEM zur Verdinnung fir alle
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Komponenten verwendet wurde.
Beispiel 1: Einfluss von verschiedenen Mengen von Lipofectin (DOTMA/DOPE) auf die Transfektion

[0113] Die Transfektions-Komplexe wurden wie oben in dem Materialien & Methoden-Teil beschrieben her-
gestellt. Die Komplexe wurden durch Mischen von Lésungen von Oligolysin-Peptid 1 ([K],; GACRGDMFGCA)
zu 0,1 mg/ml in OptiMEM Gewebekulturmedium mit niedrigem Serumgehalt mit einer Lé6sung von Lipofectin
(DOTMA/DOPE kationisches Liposom, wie oben) in einer Konzentrationsreihe von 1 bis 10 pug/100 pl in Opti-
MEM hergestellt. Schlief3lich wurde die geeignete Menge der pGL2 Kontrollplasmid-DNA (0,1 mg/ml) zugege-
ben und durch wiederholtes Pipettieren gemischt. Das Mischungsverhaltnis jeder Komponente war eine kon-
stante Menge des Oligolysin-Peptids von 4 ug pro pg DNA, wahrend der Anteil an Lipofectin von 1 bis 10 ug
pro ug DNA variierte. ECV304-Zellen wurden mit den Komplexen wie oben beschrieben transfiziert, flr 48
Stunden inkubiert und anschlief3end auf Luciferase-Expression hin wie oben beschrieben untersucht. Die Er-
gebnisse sind in Fig. 1 gezeigt.

[0114] Komplexe, die mit 1 pg Lipofectin und 4 pg Oligolysin-Peptid pro Mikrogramm Plasmid gebildet wur-
den, waren fast 100mal aktiver als Komplexe ohne Lipofectin. Die Zugabe gréRerer Mengen von Lipofectin
senkte die Transfektions-Aktivitat auf eine von der Lipofectin-Dosis abhangigen Weise.

[0115] Ahnliche Ergebnisse wurden mit dem [K],,-Peptid 6 erhalten.

Beispiel 2: Einfluss von verschiedenen Mengen von Lipofectin auf die Transformation in drei verschiedenen
Zelllinien.

[0116] Im Anschluss wurden Experimente durchgefiihrt, um die optimalen Mengen an Lipofectin in LID-Trans-
fektions-Komplexen mit Hilfe der drei verschiedenen Zelllinien A375M (Melanomzellen), COS-7 (Nieren-Epi-
thelzellen vom Affen) und ECV304 (humane Nabelschnur-Endothelzellen) zu verfeinern.

[0117] Die Transfektions-Komplexe wurden wie in Beispiel 1 beschrieben hergestellt, jedoch wurde ein enge-
rer Bereich an Lipofectin-Menge verwendet. Lipofectin/Oligolysin-Peptid/ DNA-Komplexe wurden mit gleich-
bleibenden Mengen von [K],,-Peptid 1 ([K],; GACRGDMFGCA) (4 pg) und pGL2 (1 pg) Plasmid-DNA und ei-
nem Bereich an Lipofectin-Menge (1 bis 2,5 ug) hergestellt. Die Komplexe wurden verwendet, um A375M-,
COS-7-und ECV304-Zellen zu transfizieren, die dann zwei Tage spater fur die Analyse der Luciferase-Expres-
sion geerntet wurden.

[0118] Die Ergebnisse sind in Fig. 2 gezeigt. In jedem Fall erreichte das optimale Transfektions-Verhaltnis bei
0,75 pg Lipofectin pro Mikrogramm Plasmid-DNA einen Hohepunkt. Diese Kombination der Komponen-
ten-Mengen wurde in allen folgenden Beispielen beibehalten.

[0119] Ein Mischungsverhaltnis L:I:D von 0,75:4:1, bezogen auf das Gewicht, entspricht einem molaren Ver-
haltnis von 0,5 nmol Lipofectin zu 1,25 nmol Oligolysin-Peptid 1 zu 0,25 pmol pGL2-Kontrolle. Die molare La-
dung jeder Komponente betragt 0,5 Mol positive Ladung pro mol Lipofectin, siebzehn Mol positive Ladung pro
Mol [K],-Peptid 1 und 12.000 Mol negative Ladung pro Mol pGL2 (6 kb). Daher werden im optimalen Trans-
fektions-Komplex 3 nmol negativer Ladung vom Plasmid mit 21 nmol positiver Ladung vom Oligolysin-Peptid
1 und 0,25 nmol positiver Ladung von Lipofectin gemischt. Somit wird das Ladungsverhaltnis von etwa 7:1 von
positiven zu negativen Ladungen in ID-Komplexen durch die Einfihrung von 0,25 nmol positiver Ladung von
Lipofectin in hocheffiziente LID-Transfektions-Komplexe nur geringfligig verandert. Es ist daher wahrschein-
lich, dass die Erhéhung der Transfektionseffizienz von LID-Komplexen nicht mit der Ladung in Verbindung
steht.

Beispiel 3: Einfluss der Reihenfolge, in der die Komponenten des Komplexes gemischt werden.

[0120] Um das Verfahren zur Herstellung von optimalen LID-Transfektions-Komplexen ermitteln zu kénnen,
wurden Transfektionen mit Komplexen durchgeflihrt, die durch Zugabe der Komponenten in unterschiedlichen
Reihenfolgen hergestellt wurden. Samtliche Kombinationen wurden mit den gleichen Mengen und Konzentra-
tionen der Komponenten (1 pg pGL2 Plasmid-DNA, 0,75 pg Lipofectin und 4 pg Oligolysin-Peptid 1
([K],;GACRGDMFGCA)) hergestellt. Die Transfektionen wurden in ECV304-Zellen durchgeflhrt und die Luci-
ferase-Aktivitat wurde wie oben beschrieben untersucht.

[0121] Die Ergebnisse sind in Eig. 3 gezeigt, in der D fir den Plasmid-Vektor pGL2, | fir das [K],s-Peptid 1
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und L fur Lipofectin steht. Die Expressionsdaten weisen darauf hin, dass die Mischungsreihenfolge LID optimal
war. Es ist deutlich zu erkennen, dass Kombinationen, in denen Lipofectin die letzte zugegebene Komponente
war, am wenigsten effizient waren. Die Mischungsreihenfolge LID wurde in allen folgenden Transfektions-Ex-
perimenten angewandt.

Beispiel 4: Transfektionsraten

[0122] Die Zellen wurden wie in den Beispielen 1 und 2 beschrieben mit optimierten Oligolysin-Peptid/Lipo-
fectin/pCMVB-Komplexen, die in der Mischungsreihenfolge LID hergestellt wurden, jedoch unter Verwendung
von pCMV} als Plasmid-Vektor (Komponente D) anstelle von pGL2, transfiziert. Die Zellen wurden auf 3-Ga-
lactosidase-Aktivitat hin, wie oben beschrieben, mit X-gal gefarbt. Eine Reihe von Zelltypen, A375M, COS-7
und ECV304 zeigten Transfektionsraten von 50 bis 100%, verglichen mit 1 bis 10%, die mit Oligolysin-Pep-
tid/DNA-Komplexen alleine erreicht wurden. Dies spiegelt eine deutlich signifikante Erhéhung der Transfekti-
ons-Effizienz wider.

Beispiel 5: Vergleich der Erhéhung mit Lipofectin und mit verschiedenen Oligolysin-Peptiden

[0123] Um den Einfluss von verschiedenen Integrin-gerichteten Oligolysin-Peptiden zu vergleichen, wurden
Duplikate der Komplexe mit pGL2 und einem der folgenden gebildet: Oligolysin-Peptid 1
([K],cGACRGDMFGCA, pep 1), Oligolysin-Peptid 5 ([K],;GACDCRGDCFCA, pep 5), Oligolysin-Peptid 6
([K],:GACRRETAWACG, pep 6) und [K],s. Ein Satz von Komplexen enthielt auch Lipofectin (lip), der andere
enthielt kein Lipofectin. Ein Kontroll-Komplex wurde hergestellt, der das Plasmid pGL2 mit Lipofectin und dem
[K],6-Lysin-Peptid 1 in einem Gewichtsverhaltnis von 4:1 enthielt.

[0124] Jeder Komplex wurde verwendet, um Zelllinien zu transfizieren und die Luciferase-Expression wurde
bestimmt. Die Komplexe wurden mit (lip) und ohne Lipofectin hergestellt. Ein optimierter Komplex wurde zu
Vergleichszwecken hergestellt. Alle Oligolysin-Peptide wurden mit Lipofectin und Plasmid-DNA (KLD) in den
gleichen optimierten Ladungsverhaltnissen und der gleichen Mischungsreihenfolge gemischt.

[0125] Die Ergebnisse sind in Fig. 4 gezeigt. Obwohl KLD-Komplexe fir gewodhnlich bessere Transfekti-
ons-Reagenzien waren als KD- oder LD-Komplexe, generierten LID-Komplexe drei- bis sechsmal héhere Lu-
ciferase-Expressions-Level als KLD-Komplexe. Die Expressions-Level von LID-Komplexen, die das Oligoly-
sin-Peptid 5 enthielten, waren zweimal niedriger als von denen, die das Oligolysin-Peptid 1 oder das Oligoly-
sin-Peptid 6 enthielten, was mdglicherweise die sich unterscheidenden Affinitdten der Peptide zu den Inte-
grin-Rezeptoren widerspiegelt. Die Erhéhung der Transfektion der LID-Komplexe wurde mit allen getesteten
Peptiden beobachtet, wobei zwei davon (Peptide 1 und 5) die konservierte RGD-Sequenz enthalten, und einer
davon (Peptid 6) nicht.

Beispiel 6: Spezifitat

[0126] Um die Integrin-Spezifitat zu zeigen, wurden LID-Komplexe mit gleichbleibenden Mengen des Kon-
trollplasmids pGL2 und Lipofectin, sowie einer Reihe von Kombinationen von [K],s-Peptid 6 und [K],, herge-
stellt. Eine Gesamtmenge von 40 ug [K],,-Peptid wurde verwendet, bestehend aus 1, 5, 10, 20, 35, 39 pg
[K],s-Peptid 6, und der Differenz zu 40 pg aus [K],,.

[0127] Die Transfektionen wurden wie in Beispiel 1 beschrieben, und die Luciferase-Assays nach 48 Stunden
durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Fig. 5 gezeigt. Die Transfektions-Effizienz zeigte eine offensichtlich ex-
ponentiale Erhdhung mit steigenden Mengen an Oligolysin-Peptid 6, und daher eine Dosis-abhangige Antwort
auf die Menge an verfligbaren Integrin-bindenden Liganden. Dementsprechend ist die héchste Transfekti-
ons-Effizienz, wahrend sowohl die sechzehn Lysinreste enthaltende Domane als auch die Lipofectin-Kompo-
nente selbst, sowohl einzeln als auch in [K],¢/Lipofectin-Kombinations-Komplexen in der Lage sind, Transfek-
tion zu vermitteln, direkt proportional zu der Menge an verfiigbaren Integrin-bindenden Liganden.

Beispiel 7: Atomkraft-Mikroskopie

[0128] Atomkraft-Mikroskopie-Experimente wurden durchgefiuhrt, um die Strukturen, die durch Mischen von
4 pg [K],s-Peptid 6 und 1 ug pGL2 Kontrollplasmid-DNA gebildet wurden (ID-Komplexe), zu bestimmen und zu
vergleichen. LID-Komplexe wurden aus [K],,-Peptid 6 (4 pug)/Lipofectin (0,75 ug)/DNA (1 pg) in der Reihenfolge
LID, von der gezeigt werden konnte, dass sie zu optimalen Transfektions-Ergebnissen fiihrt, gebildet. Lipofec-
tin/DNA-Komplexe (LD) wurden in zwei unterschiedlichen Verhaltnissen gebildet; einem optimalen Transfekti-

16/41



DE 698 31 156 T2 2006.06.08

ons-Verhaltnis von 5 ug Lipofectin pro Mikrogramm pGL2, und dem gleichen Verhaltnis, das in LID-Komplexen
verwendet wurde, namlich 0,75 pg Lipofectin pro Mikrogramm Plasmid.

[0129] Die Ergebnisse sind in Fig. 6 gezeigt. ID-Komplexe, die sich aus Oligolysin-Peptid 6 und Plasmid-DNA
zusammensetzten, wurden zunachst mittels AFM innerhalb von fiinfzehn Minuten nach dem Mischen der bei-
den Komponenten untersucht. Die Komplexe bildeten Teilchen geringerer Polydispersitat, die auf den Mi-
ca-Deckglaschen einen Durchmesser von etwa 200 nm aufwiesen. Eine Computer-generierte Konturzeich-
nung enthlllte, dass die ausgebildeten Teilchen von unregelmaRiger konischer Form waren. Mittels AFM wur-
de ermittelt, dass die LID-Komplexe Teilchen von einer ahnlichen Gréf3e und Form bildeten wie ID-Komplexe.
Das zusatzliche Lipofectin fuihrte augenscheinlich nicht zur Zerstérung der Teilchen. Die LD-Komplexe, die in
dem 5:1-Verhaltnis gebildet wurden, traten dagegen als ein Netzwerk von Réhren auf, wobei mit diesen Réhren
gelegentlich Teilchen assoziiert waren. Allerdings kamen LD-Komplexe, die in dem niedrigeren Verhaltnis
(0,75:1) gebildet wurden, als kurze tubulare Strukturen zum Vorschein. Die LD-Komplexe, die in diesem nied-
rigeren Verhaltnis gebildet wurden, waren in den Transfektions-Experimenten unwirksam. Die LID-Komplexe,
die wie oben gebildet wurden, wurden auch mittels AFM analysiert, nachdem sie tiber Nacht stehen gelassen
wurden. Die Teilchen wiesen nun eine geringere GroRe mit Durchmessern von etwa 50-100 nm auf, was dar-
auf hinweist, dass sich die Teilchen verdichtet hatten. Computer-generierte Konturzeichnungen stellten diese
Teilchen als gleichmaRige konische Struktur dar. Diese Kegel wurden vermessen und ihre Volumina berechnet.
Die spharische Form, deren Bildung fir diese Teilchen in freier Losung vorausgesagt wurde, wurde anschlie-
Rend als Durchmesser von 20 bis 60 nm aufweisend berechnet. In Transfektions-Experimenten mit pGL2 lie-
ferten die kompakten Teilchen, die sich Gber Nacht in Wasser ausbildeten, Luciferase-Expressions-Ergebnis-
se, die etwa zweimal so hoch waren als mit den frisch hergestellten Komplexen.

Beispiel 8: Transfektion von Neuroblastom-Zellen

[0130] Die Transfektion von drei unterschiedlichen humanen Neuroblastom-Zelllinien, SHSY-5Y, KELLY und
IMR-32, und einer Neuroblastom-Zelllinie aus der Maus, Nb2A, wurde mittels eines LID-Komplexes optimiert,
der das [K],s-Peptid 6, Lipofectin und entweder Luciferase oder GFP als Reportergen, wie oben in dem Mate-
rialien- und Methodenteil und in den Beispielen beschrieben, enthielt.

[0131] Die drei humanen Neuroblastom-Zelllinien und COS-7-Zellen wurden anschlie3end unter Verwendung
des gleichen LID-Komplexes mit einem oder zwei IL-12 exprimierenden Vektoren anstelle des Reportergens
transfiziert. Ein Vektor exprimiert ein Fusionsprotein der zwei Ketten von IL-12, p35 und p40 (Flexi-12; Ander-
son et al. 1997). Dieses Fusionskonstrukt wird durch einen CMV-Promotor reguliert. Das zweite IL-12-Expres-
sionssystem besteht aus den zwei retroviralen Konstrukten MFGS-p35 und MFGS-p40, die retrovirale Plas-
mid-Konstrukte sind, die fliir die zwei separaten Ketten von Interleukin-12 (IL-12) kodieren. Beide Gene werden
durch die retroviralen ,Long Terminal Repeats" (LTRs) reguliert. Die Vektoren wurden von Professor Mary Col-
lins, UCL, London, erhalten.

[0132] Die abgesonderte IL-12 Expression wurde 48 Stunden nach der Transfektion durch ELISA verfolgt. Es
wurde festgestellt, dass die transfizierten Zellen hohe Mengen des Cytokins ausschiitteten (siehe Fig. 7). Das
Flexi-12-Konstrukt war am effizientesten. Diese Ergebnisse zeigen, dass das Transfektions-System der vorlie-
genden Erfindung fur die Verwendung in einem Impfstoff gegen Neuroblastom, einer bedeutenden malignen
Erkrankung bei Kindern, und gleichfalls fir Impfstoffe gegen andere Krebsarten geeignet ist.

Beispiel 9: Transfektion von Lungen-Bronchial-Epithel in vivo

[0133] LID-Komplexe, die [K],,-Peptid 6 und Lipofectin in dem optimalen Verhéltnis L:I:D von 0,75:4:1, ge-
mischt in der Reihenfolge LID, umfassten, wurden, wie oben im Materialien- und Methodenteil beschrieben,
hergestellt, jedoch wurde eine Losung des Oligolysin-Peptids in Phosphat-gepufferter Saline (phosphate buf-
fered saline, PBS) in einer Konzentration von 1 mg/ml verwendet. Die anderen Komponenten waren in Wasser
geldst, Lipofectin in einer Konzentration von 1 mg/ml und DNA, die fiir ein im Zellkern lokalisierendes beta-Ga-
lactosidase-Reportergen pAB11 kodierte, in einer Konzentration von 1 mg/ml. Das Oligolysin-Peptid wurde in
hohen Konzentrationen verwendet, um das Endvolumen des Komplexes zu minimieren, und PBS wurde an-
stelle von OptiMEM aus Griinden der biologischen Vertraglichkeit verwendet.

[0134] Lewis-Ratten wurden narkotisiert und anschlieRend wurden 287,5 ul des Komplexes, der 37,5 pl Lipo-
fectin, 200 pg [K],s-Peptid 6 in 200 pl PBS und 50 pug pAB11 in 50 pyl Wasser umfasste, durch die Luftréhre in
die Atemwege injiziert. Die Tiere wurden nach 24 Stunden geopfert, die Lungen entfernt, fixiert und mit X-gal
gefarbt, danach seziert und untersucht. Extensive Farbung wurde im bronchialen Epithel im oberen Atemweg
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beobachtet.

[0135] Dieses Ergebnis zeigt den Nutzen des Transfektions-Komplexes der vorliegenden Erfindung fur die
Gentherapie von Erkrankungen, die die Lungen und die Atemwege betreffen, wie zum Beispiel cystische Fib-
rose und Asthma.

Beispiel 10: Transfektion von cornealem Endothel in vivo

[0136] LID-Komplexe wurden, wie in Beispiel 9 fir Lungen-Transfektionen beschrieben, hergestellt. Die die
LID-Komplexe enthaltende Lésung wurde in die vordere Kammer des Auges von Mausen injiziert. Das Volu-
men der injizierten LOsungen betrug in jedem Fall 2 pl, so dass etwa 0,2 ug pAB11 Plasmid-DNA verabreicht
wurden. Effizienter Gentransfer in das corneale Endothel wurde durch Farbung mit X-gal gezeigt.

[0137] Die hohe Transfektionsrate zeigt den Nutzen des Transfektions-Komplexes der Erfindung fir die Be-
handlung von Augenerkrankungen, die die Cornea betreffen, und fir die corneale Transplantation.

Beispiel 11: Transfektionen von primaren glatten Muskelzellen und kardialen Myozyten

[0138] Gewebekulturen von primaren glatten Muskelzellen aus Ratten (aortische glatte Muskelzellen) und
kardiale Myozyten wurden nach Standardverfahren hergestellt (Blank et al. 1988). Ein LID-Komplex, der Lipo-
fectin, [K],,-Peptid 6 und GFP als Reportergen umfasste, wurde im optimalen Mischungsverhaltnis und in der
optimalen Mischungsreihenfolge wie oben im Materialien- und Methodenteil und in den Beispielen beschrie-
ben, hergestellt. Die Gewebekulturen wurden, wie oben im Materialien- und Methodenteil beschrieben, mit
dem LID-Komplex transfiziert. Fluoreszenz-Aufnahmen von GFP-exprimierenden Zellen zeigten Transfekti-
onsraten, die 50% Uberstiegen.

[0139] Primare glatte Muskelzellen und kardiale Myozyten sind besonders resistent gegentiber Plasmid-ver-
mittelter Transfektion mit den meisten anderen nicht-viralen Vektoren. Im Gegensatz dazu erreichte der Trans-
fektions-Komplex der vorliegenden Erfindung Transfektionsraten, die 50% Uberstiegen, was den Nutzen des
Komplexes fur die Behandlung von Erkrankungen, die Muskeln betreffen, einschlieflich glatter Muskel und
Herzmuskel.

Beispiel 12: Transfektionen mit Konstrukten, die ein hohes Molekulargewicht aufweisen

[0140] Konstrukte unterschiedlicher Grof3en kdnnen mit dem Transfektions-Komplex der vorliegenden Erfin-
dung transfiziert werden. Eine Fibroblasten-Kultur wurde mit einem LID-Komplex, der das [K],,-Peptid 6, Lipo-
fectin und ein 130 kb groRes DNA-Konstrukt umfasste, wie im Materialien- und Methodenteil beschrieben,
transfiziert. Der Komplex, der die LID-Komponenten im optimalen Mischungsverhaltnis und in der optimalen
Mischungsreihenfolge umfasste, wurde wie oben im Materialien- und Methodenteil und in den Beispielen be-
schrieben, hergestellt. Transfektionen wurden mit einer Effizienz von 2-3% erreicht. Zellulare Prozesse, die mit
der erhdhten Integrin-vermittelten Internalisierung von DNA mittels eines Komplexes der vorliegenden Erfin-
dung in Verbindung stehen, sind naher mit Phagozytose als mit Endozytose verwandt, und sind daher beson-
ders fur die Verabreichung von Komplexen geeignet, die sehr grofie DNA-Molekile enthalten.

Beispiel 13: Transfektion mit Antisense-DNA

[0141] Thrombin stimuliert die Proliferation von humanen Lungen-Fibroblasten. Mit Thrombin behandelte hu-
mane Lungen-Fibroblasten (HFL-1-Zellen) proliferierten zu 53% als Antwort auf Thrombin. 24 Stunden vor der
Behandlung mit Thrombin wurden HFL-1-Zellen mit einem LID-Komplex behandelt, der das [K],,-Peptid 6, Li-
pofectin und ein 20-mer Antisense-Oligonukleotid, das gegen den Thrombin-Rezeptor PAR-1 gerichtet war,
umfasste, und im optimalen Mischungsverhaltnis und in der optimalen Mischungsreihenfolge, wie oben im Ma-
terialien- und Methodenteil und in den Beispielen beschrieben, hergestellt wurde. Der das Antisense-Oligonu-
kleotid enthaltende Komplex wurde mit den Zellen fir 4 Stunden in Kontakt gebracht. 24 Stunden nach dem
Beginn der Behandlung mit dem Komplex erfolgte die Behandlung mit Thrombin.

[0142] Die durch Thrombin induzierte Proliferation wurde zu 76 +/— 12% durch die Vorbehandlung mit dem
LID-Komplex abgeschwacht. Zellen, die mit dem Antisense-enthaltenden Komplex, nicht aber mit Thrombin
behandelt wurden, proliferierten nicht.

[0143] Dieses Ergebnis zeigt den Nutzen des Komplexes der Erfindung fir den effizienten intrazellularen
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Transport von Antisense-Oligonukleotiden, der fir die Antisense-Therapie, wie zum Beispiel antivirale und An-
tikrebs-Therapie, erforderlich ist.

Beispiel 14: Transfektion von hamatopoietischen Zellen

[0144] Hamatopoietische Zellen sind besonders resistent gegeniber der Transfektion mit den meisten Plas-
mid-Vektoren.

[0145] LID-Komplexe wurden, wie oben im Materialen- und Methodenteil und in den Beispielen beschrieben,
unter Verwendung von Lipofectin und [K],,-Peptid 6, das auf a5B1-Integrine gerichtet ist, und pEGFP-N1 (Pro-
mega) als Reportergen, hergestellt. Analog wurden Komplexe hergestellt, bei denen das [K],s-Peptid 6 durch
das [K],s-Peptid 8 ([K],;GACQIDSPCA, SEQ ID NO: 21), das auf a4B1-Integrine gerichtet ist, ersetzt wurde.
Die Komplexe wurden durch Mischen der Komponenten im optimalen Verhaltnis und in der optimalen Mi-
schungsreihenfolge, wie oben im Materialien- und Methodenteil und in den Beispielen beschrieben, hergestellt.

[0146] Vier verschiedene hadmatopoietische Zelllinien (HL60, PLB985, TF1 und U937) wurden, wie im Mate-
rialien- und Methodenteil beschrieben, transfiziert, wobei folgende Anderungen gemacht wurden: Die Zellen
wurden mit Gm-CSF (10 ng/ml) fir TF1-Zellen oder Phorbolmyristinsaure (phorbol myristic acid) (PMA) fir die
anderen drei Zelllinien vor der Transfektion behandelt oder nicht behandelt. Die Transfektionen mit den
LID-Komplexen, die pEGFP-N1 enthielten, generierten eine Transfektions-Effizienz von mehr als 60% in allen
vier Zelllinien, was mit dem Fluoreszenz-aktivierten Zellsortierer (siehe Fig. 9) gemessen wurde.

[0147] Diese Ergebnisse zeigen den Nutzen des Transfektions-Komplexes der Erfindung fiir die Gentherapie,
die hamatopoietische Zellen betrifft, wie zum Beispiel die Gentherapie von Leukédmie oder Fehlsteuerungen
von Knochenmarks-Stammzellen. Dies ist besonders nitzlich, da, wie oben herausgestellt, hamatopoietische
Zellen besonders resistent gegeniiber der Transfektion mit den meisten Plasmid-Vektoren sind.
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SEQUENZPROTOKOLL

(1) ALLGEMEINE INFORMATIONEN:
(i) ANMELDER:
(A) NAME: Institute of Child Health
(B) STRASSE: 30 Guildford Street
(C) STADT: London
(E) LAND: Grofbritannien
(F) POSTLEITZAHL (ZIP): WCIN 1lEH

(A) NAME: Hart, Stephen Lewis

(B) STRASSE: c/o Institute of Child Health,
30 Guildford Street

(C) STADT: London

(E) LAND: GroBbritannien

(F) POSTLEITZAHL (ZIP): WCIN 1EH

(ii) TITEL DER ERFINDUNG: Integrin-Zielvektoren mit Trans-

fektions-aktivitat

(iii) ANZAHL AN SEQUENZEN: 16

(iv) COMPUTER-LESBARE FORM:
(A) MEDIUMTYP: Floppy-Diskette
(B) COMPUTER: IBM, PC-kompatibel
(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS
(D) SOFTWARE: PatentIn Release #1.0, Version #1.30
(EPO)

(vi) FRUHERE ANMELDEDATEN:
(RA) ANMELDENUMMER: GB 9711115.7
(B) ANMELDETAG: 29. Mai 1997

(2) INFORMATIONEN FUER SEQ ID NO: 1:
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LAENGE: 28 Aminosduren
(B) Typ: Aminosdure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: zirkuldr

(ii) MOLEKUELTYP: Peptid
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1:

Gly Gly Cys Arg Gly Asp Met Phe Gly Cys Gly Gly Lys Lys Lys Lys
1 5 10 15

Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys
20 25

(2) INFORMATIONEN FUER SEQ ID NO: 2:
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LAENGE: 27 Aminosduren
(B) TYP: Aminosdure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: zirkuldr

(ii) MOLEKUELTYP: Peptid
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2:

Gly Gly Cys Arg Gly Asp Met Phe Gly Cys Gly Lys Lys Lys Lys Lys
1 5 10 15

Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys

20 25
(2) INFORMATIONEN FUER SEQ ID NO: 3:
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:

(A) LAENGE: 26 Aminosduren

(B) TYP: Aminosdure

(C) STRANGFORM:

(D) TOPOLOGIE: zirkuldr
(ii) MOLEKUELTYP: Peptid

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3:

Gly Gly Cys Arg Gly Asp Met Phe Gly Cys Lys Lys Lys Lys Lys Lys
1 5 10 15

Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys
20 25
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(2) INFORMATIONEN FUER SEQ ID NO: 4
(1) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LAENGE: 27 Aminosduren
(B) TYP: Aminosaure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: zirkular

(ii) MOLEKUELTYP: Peptid
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4:

Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys
1 5 10 15

Gly Ala Cys Arg Gly Asp Met Phe Gly Cys Ala

20 25
(2) INFORMATIONEN FUER SEQ ID NO: 5:
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:

(A) LAENGE: 8 Aminosduren

(B) TYP: Aminosadure

(C) STRANGFORM:

(D) TOPOLOGIE: zirkulé&r
(ii) MOLEKUELTYP: Peptid

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5:

Cys Arg Gly Asp Met Phe Gly Cys

1 5
(2) INFORMATIONEN FUER SEQ ID NO: 6:
(1) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LAENGE: 10 Aminosduren
(B) TYP: Aminosadure

(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: zirkuldr

(ii) MOLEKUELTYP: Peptid
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6:

Gly Gly Cys Arg Gly Asp Met Phe Gly Cys
1 5 10

INFORMATIONEN FUER SEQ ID NO: 7
(1) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LAENGE: 11 Aminosduren
(B) TYP: Aminosdure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: zirkular

(ii) MOLEKUELTYP: Peptid
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 7:
Gly Gly Cys Arg Gly Asp Met Phe Gly Cys Gly

1 5 10

INFORMATIONEN FUER SEQ ID NO: 8:
(1) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LAENGE: 11 Aminosduren
(B) TYP: Aminosdure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: zirkular

(1ii) MOLEKUELTYP: Peptid
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 8:
Gly Gly Cys Arg Gly Asp Met Phe Gly Cys Ala

1 5 10

INFORMATIONEN FUER SEQ ID NO: 9:

(1) SEQUENZCHARAKXTERISTIKA:
(A) LAENGE: 11 Aminosduren
(B) TYP: Aminosdure
(C) STRANGFORM:
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(D) TOPOLOGIE: zirkulér
(ii) MOLEKUELTYP: Peptid
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 9:
Gly Ala Cys Arg Gly Asp Met Phe Gly Cys Ala

1 5 10

(2) INFORMATIONEN FUER SEQ ID NO: 10:
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LAENGE: 12 Aminosduren
(B) TYP: Aminosdure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: zirkuldr

(ii) MOLEKUELTYP: Peptid
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 10:

Gly Ala Cys Asp Cys Arg Gly Asp Cys Phe Cys Ala

1 5 10
(2) INFORMATIONEN FUER SEQ ID NO: 11:
(1) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:

(A) LAENGE: 12 Aminos&duren

(B) TYP: Aminosaure

(C) STRANGFORM:

(D) TOPOLOGIE: zirkular
(ii) MOLEKUELTYP: Peptid

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 11

Gly Ala Cys Arg Arg Glu Thr Ala Trp Ala Cys Ala

1 5 10
(2) INFORMATIONEN FUER SEQ ID NO: 12
(1) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
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(A) LAENGE: 12 Aminos&uren
(B) TYP: Aminosdure

(C) STRANGFORM:

(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) MOLEKUELTYP: Peptid

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 12:

Gly Ala Cys Arg Arg Glu Thr Ala Trp Ala Cys Gly
1 5 10

INFORMATIONEN FUER SEQ ID NO: 13:
(1) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LAENGE: 9 Aminosduren
(B) TYP: Aminosédure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: zirkuléar

(ii) MOLEKUELTYP: Peptid
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 13:
Cys Arg Arg Glu Thr Ala Trp Ala Cys

1 5

INFORMATIONEN FUER SEQ ID NO: 14:
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LAENGE: 12 Aminosauren
(B) TYP: Aminosdure
(C) STRANGEFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) MOLEKUELTYP: Peptid

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 14:

Gly Ala Gly Pro Glu Ile Leu Asp Val Pro Ser Thr
1 5 10
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(2) INFORMATIONEN FUER SEQ ID NO: 15:

(1)

(i1)

{xi)

SEQUENZCHARAKTERISTIKA:

(RA) LAENGE: 10 Aminosduren
(B) TYP: Aminosaure

(C) STRANGFORM:

(D) TOPOLOGIE: zirkular

MOLEKUELTYP: Peptid

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 15:

Gly Ala Cys Gln Ile Asp Ser Pro Cys Ala

1

5 10

(2) INFORMATIONEN FUER SEQ ID NO: 16:

(i)

(ii)

(x1i)

Gly Ala Cys
1

Arg Arg Glu

1. Mischung, bestehend aus (i) einer Integrin bindenden Komponente, die an eine polykationische Nukle-
insaure bindende Komponente gebunden ist, und (ii) eine Lipidkomponente, wobei die genannte Mischung er-

SEQUENZCHARAKTERISTIKA:

(A) LAENGE: 25 Aminosduren
(B) TYP: Aminosdure

(C) STRANGFORM:

(D) TOPOLOGIE: zirkulér

MOLEKUELTYP: Peptid

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 16:

Arg Arg Glu Thr Ala Trp Ala Cys Gly Lys Gly Ala Cys
5 10 15

Thr Ala Trp Ala Cys Gly
20 25

Patentanspriiche

haltlich ist durch Zugabe von Komponente (i) zu der Lipidkomponente (ii) und mischen.

2. Mischung, wie in Anspruch 1 beansprucht, dadurch gekennzeichnet, dass die Integrin bindende Kom-

ponente ein Integrin bindendes Peptid ist.

3. Mischung, wie in Anspruch 2 beansprucht, dadurch gekennzeichnet, dass das Peptid alles oder einen
Teil des Integrin bindenden Bereichs eines natirlich vorkommenden Integrinliganden aufweist oder daraus be-

steht.

4. Mischung, wie in Anspruch 3 beansprucht, dadurch gekennzeichnet, dass das Integrin bindende Peptid

die konservierte Aminosauresequenz Arginin-Glycin-Asparginsaure (RGD) aufweist.
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5. Mischung, wie in Anspruch 4 beansprucht, dadurch gekennzeichnet, dass ein Peptid, das die Sequenz
RGD aufweist, eine cyclische Region aufweist, in der die konformative Freiheit der RGD-Sequenz beschrankt
ist.

6. Mischung, wie in Anspruch 5 beansprucht, dadurch gekennzeichnet, dass ein cyclisches Peptid zwei
oder mehr Cysteinreste aufweist, die eine oder mehr Disulfidbindung(en) bilden.

7. Mischung, wie in Anspruch 6 beansprucht, dadurch gekennzeichnet, dass das Peptid die Sequenz
CRGDMFGC [SEQ. ID. Nr.:5] aufweist oder daraus besteht.

8. Mischung, wie in Anspruch 7 beansprucht, dadurch gekennzeichnet, dass das Peptid die Sequenz GG-
CRGDMFGC [SEQ. ID. Nr.:6], GGCRGDMFGCG [SEQ. ID. Nr.:7], GGCRGDMFGCA [SEQ. ID. Nr.:8] oder
GACRGDMFGCA [SEQ. ID. Nr.:9] aufweist oder daraus besteht.

9. Mischung, wie in Anspruch 6 beansprucht, dadurch gekennzeichnet, dass das Peptid die Sequenz
GACDCRGDCFCA [SEQ. ID. Nr.:10] aufweist oder daraus besteht.

10. Mischung, wie in Anspruch 2 beansprucht, dadurch gekennzeichnet, dass das Peptid die Sequenz CR-
RETAWAC [SEQ. ID. Nr.:13] aufweist oder daraus besteht.

11. Mischung, wie in Anspruch 10 beansprucht, dadurch gekennzeichnet, dass das Peptid die Sequenz
GACRRETAWACA [SEQ. ID. Nr.:11] oder GACRRETAWACG [SEQ. ID. Nr.:12] aufweist oder daraus besteht.

12. Mischung, wie in Anspruch 2 beansprucht, dadurch gekennzeichnet, dass das Peptid die Sequenz
GAGPEILDVPST [SEQ. ID. Nr.:14], GACQIDSPACA [SEQ. ID. Nr.:15] oder GACRRETAWACGKGACRRETA-
WACG [SEQ. ID. Nr.:16] aufweist oder daraus besteht.

13. Mischung, wie in einem der Anspriche 1 bis 12 beansprucht, dadurch gekennzeichnet, dass die poly-
kationische Nukleinsaure bindende Komponente von 3 bis 100 kationische Monomere aufweist.

14. Mischung, wie in einem der Anspriiche 1 bis 13 beansprucht, dadurch gekennzeichnet, dass die poly-
kationische Nukleinsaure bindende Komponente ein Oligolysin ist.

15. Mischung, wie in Anspruch 14 beansprucht, dadurch gekennzeichnet, dass das Oligolysin 10 bis 20
Lysinreste aufweist.

16. Mischung, wie in Anspruch 14 beansprucht, dadurch gekennzeichnet, dass das Oligolysin 16 Lysinres-
te aufweist.

17. Mischung, wie in einem der Anspriiche 1 bis 16 beansprucht, dadurch gekennzeichnet, dass die Lipid-
komponente ein kationisches Liposom ist oder in der Lage ist, eines zu bilden.

18. Mischung, wie in einem der Anspriiche 1 bis 17 beansprucht, dadurch gekennzeichnet, dass die Lipid-
komponente eine oder mehr Lipide, ausgewahlt aus kationischen Lipiden und Lipiden mit Membran destabili-
sierenden oder fusogenen Eigenschaften aufweist oder daraus besteht.

19. Mischung, wie in Anspruch 18 beansprucht, dadurch gekennzeichnet, dass die Lipidkomponente das
neutrale Lipid Dioleyl-phosphatidyl-ethanolamin (DOPE) oder ein anderes Lipid mit Membran destabilisieren-
den oder fusogenen Eigenschaften aufweist oder daraus besteht.

20. Mischung, wie in Anspruch 18 oder Anspruch 19 beansprucht, dadurch gekennzeichnet, dass die Li-
pidkomponente das kationische Lipid N-[1-(2,3-Dioleyloxy)propyl]-N,N,N-trimethylammoniumchlorid (DOTMA)
oder ein anderes Lipid mit kationischen Eigenschaften aufweist oder daraus besteht.

21. Mischung, wie in Anspruch 20 beansprucht, dadurch gekennzeichnet, dass die Lipidkomponente eine
Mischung aus DOPE und DOTMA, speziell eine dquimolare Mischung daraus, aufweist oder daraus besteht.

22. Mischung, wie in Anspruch 21 beansprucht, die eine aquimolare Mischung aus DOPE und DOTMA als

Lipidkomponente, ein Integrin bindendes Peptid als Integrin bindende Komponente und [K],4 als polykationi-
sche Nukleinsaure bindende Komponente aufweist.
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23. Mischung, wie in Anspruch 21 oder Anspruch 22 beansprucht, dadurch gekennzeichnet, dass das Ver-
haltnis der Lipidkomponente:Integrin bindende/polykationische Nukleinsdure bindende Komponente 0,75:4,
bezogen auf das Gewicht, oder 0,5 nmol:1,25 nmol auf einer molaren Basis ist.

24. Mischung, wie in einem der Anspriiche 1 bis 21 beansprucht, dadurch gekennzeichnet, dass die Lipid-
komponente 2,3-Dioleyloxy-N-[2-(spermidincarboxamido)ethyl]-N,N-dimethyl-1-propanaminium-trifluoracetat
(DOSPA) aufweist oder daraus besteht.

25. Mischung, wie in Anspruch 24 beansprucht, dadurch gekennzeichnet, dass die Lipidkomponente eine
Mischunge aus DOPE und DOSPA, speziell eine Mischung aus einem Gewichtsteil DOPE zu 3 Gewichtsteilen
DOSPA aufweist oder daraus besteht.

26. Mischung, wie in Anspruch 25 beansprucht, dadurch gekennzeichnet, dass diese eine Mischung von
DOPE und DOSPA als Lipidkomponente, ein Integrin bindendes Peptid als Integrin bindende Komponente und
[K],s als polykationische Nukleinsdure bindende Komponente aufweist.

27. Mischung, wie in Anspruch 26 beansprucht, dadurch gekennzeichnet, dass das Verhaltnis von Lipid-
komponente:polykationischer Nukleinsaure bindender Komponente 12:4, bezogen auf das Gewicht, ist.

28. Prozess zur Herstellung einer Mischung, wie in einem der Anspriiche 1 bis 27 beansprucht, dadurch
gekennzeichnet, dass man die aneinander gebundene Integrin bindende/polykationische Nukleinsaure bin-
dende Komponente zu der Lipidkomponente zugibt und mischt.

29. Mischung, wie in einem der Anspriiche 1 bis 27 beansprucht, erhaltlich durch ein Prozess, wie in An-
spruch 28 beansprucht.

30. Komplex, der (i) eine Integrin bindenden Komponente, die an eine polykationische Nukleinsaure bin-
dende Komponente gebunden ist (ii) eine Lipidkomponente und (iii) eine Nukleinsaure aufweist, wobei der
Komplex erhaltlich ist durch ein Verfahren, bei dem man die Komponenten in der folgenden Reihenfolge
mischt: Lipidkomponente, Integrin bindenden Komponente/polykationische Nukleinsaure bindende Kompo-
nente, Nukleinsaure.

31. Komplex, wie in Anspruch 30 beansprucht, der eine Mischung, wie in einem der Anspriche 1 bis 27
oder Anspruch 29 beansprucht, und eine Nukleinsaure aufweist.

32. Komplex, wie in Anspruch 30 beansprucht, dadurch gekennzeichnet, dass die Integrin bindenden Kom-
ponente in einem der Anspriiche 2 bis 12 definiert ist.

33. Komplex, wie in Anspruch 30 oder Anspruch 32 beansprucht, dadurch gekennzeichnet, dass die poly-
kationische Nukleinsaure bindende Komponente in einem der Anspruiche 13 bis 16 definiert ist.

34. Komplex, wie in Anspruch 30, 32 und 33 beansprucht, dadurch gekennzeichnet, dass die Lipidkomp-
onente in einem der Anspriiche 17 bis 21, 24 und 25 definiert ist.

35. Komplex, wie in einem der Anspriiche 30 bis 32 beansprucht, der eine aquimolare Mischung aus DOPE
und DOTMA als Lipidkomponente, ein Integrin bindendes Peptid als Integrin bindende Komponente und [K],,
als polykationische Nukleinsdure bindende Komponente aufweist.

36. Komplex, wie in Anspruch 35 beansprucht, dadurch gekennzeichnet, dass das Verhaltnis der Lipid-
komponente:Integrin bindende/polykationische Nukleinsaure bindende Komponente:Nukleinsdurekomponen-
te 0,75:4:1, bezogen auf das Gewicht, oder 0,5 nmol:1,25 nmol:0,25 nmol auf einer molaren Basis ist.

37. Komplex, wie in einem der Anspriche 30 bis 36 beansprucht, dadurch gekennzeichnet, dass die Nuk-
leinsdurekomponente ein Gen ist oder damit zusammenhangt, das das Target flir Gentherapie, Genimpfung
oder Antisensetherapie ist.

38. Komplex, wie in einem der Anspriiche 30 bis 37 beansprucht, dadurch gekennzeichnet, dass transkrip-

tionale und/oder translationale Steuerelemente fiir die Nukleinsduren zur Verfigung gestellt werden und die
Nukleinséure gegebenenfalls in einem Phagen oder Ubertrager verpackt ist.
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39. Komplex, wie in einem der Anspriiche 30 bis 38 beansprucht, dadurch gekennzeichnet, dass die Nuk-
leinsdurekomponente DNA oder RNA ist.

40. Prozess zur Herstellung eines Komplexes, wie in Anspruch 30 beansprucht, bei dem man die Nuklein-
saure, die Integrin bindende Komponente, die polykationische Nukleinsaure bindende Komponente, und die
Lipidkomponente, in der folgenden Reihenfolge mischt: Lipidkomponente, Integrin bindenden Komponente/po-
lykationische Nukleinsaure bindende Komponente, Nukleinsaure.

41. Prozess, wie in Anspruch 40 beansprucht, zur Herstellung eines Komplexes, wie in Anspruch 31 be-
ansprucht, bei dem man eine Nukleinsaure in die Mischung, wie in einem der Anspriche 1 bis 27 oder An-
spruch 29 beansprucht, mit einbezieht.

42. Verfahren zur Transfektion einer Zelle mit einer Nukleinsaure, bei dem man die Zelle in vitro mit einem
Komplex, wie in einem der Anspriche 30 bis 39 beansprucht, kontaktiert.

43. Verfahren, wie in Anspruch 42 beansprucht, dadurch gekennzeichnet, dass die Zelle eine Endothelzel-
le, eine Epithelzelle oder eine Tumorzelle ist.

44. Verfahren, wie in Anspruch 42 beansprucht, dadurch gekennzeichnet, dass die Zelle eine Neuroblas-
tomzelle, eine primare glatte Muskelzelle, eine kardiale Myocyte oder eine hamatopoietische Zelle ist.

45. Pharmazeutische Zusammensetzung, die einen Komplex, wie in einem der Anspriiche 30 bis 39 bean-
sprucht, als Beimischung oder in Verbindung mit einem pharmazeutisch geeigneten Trager aufweist.

46. Komplex, wie in einem der Anspriiche 30 bis 39 beansprucht, zur Verwendung als Medikament oder
Impfstoff.

47. Komplex, wie in Anspruch 46 beansprucht, zur Verwendung als ein Medikament zur Gentherapie oder
Antisenstherapie oder als ein Impfstoff zur Genimpfung.

48. Komplex, wie in Anspruch 47 beansprucht, zur Impfung gegen den Hepatitis B Virus, HIV, HCV oder
den Herpes simplex Virus.

49. Komplex, wie in Anspruch 46 oder Anspruch 47 beansprucht, zur in vivo Transfektion einer Endothel-
zelle, einer Epithelzelle oder einer Tumorzelle.

50. Komplex, wie in Anspruch 46 oder Anspruch 47 beansprucht, zur in vivo Transfektion einer Neuroblas-
tomzelle, einer primaren glatten Muskelzelle, einer kardiale Myocyte, einer hamatopoietischen Zelle oder einer
Zelle des cornealen Endothels.

51. Komplex, wie in einem der Anspriiche 30 bis 39 beansprucht, zur Behandlung von Mukoviszidose oder
Asthma.

52. Komplex, wie in einem der Anspruche 30 bis 39 beansprucht, zur Behandlung von Krebs.
53. Komplex, wie in einem der Anspruche 30 bis 39 beansprucht, zur Behandlung einer Infektion.

54. Komplex, wie in Anspruch 53 beansprucht, dadurch gekennzeichnet, dass die Infektion eine Virusin-
fektion ist.

55. Komplex, wie in einem der Anspruche 30 bis 39 beansprucht, zur Behandlung von Neuroblastom.

56. Komplex, wie in einem der Anspriiche 30 bis 39 beansprucht, zur Behandlung von einer Krankheit oder
pathologischer Bedingung von primaren glatten Muskelzellen oder von kardialen Myocyten.

57. Komplex, wie in Anspruch 56 beansprucht, zur Behandlung von Restenose oder nach Ballonangioplas-
tie.

58. Komplex, wie in Anspruch 57 beansprucht, zur Behandlung von einer Augenkrankheit, die die Cornea
oder ein Corneatransplantat in Mitleidenschaft ziehen, einschliellich Glaukom.
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59. Komplex, wie in einem der Anspriche 30 bis 39 beansprucht, zur Gentherapie, Genimpfung oder An-
tisenstherapie von einer Krankheit, die hdmatopoietische Zellen umfasst.

60. Komplex, wie in Anspruch 59 beansprucht, dadurch gekennzeichnet, dass die Krankheiten, die hama-
topoietische Zellen umfasst, Leukamie oder eine Knochenmarks Stammzellenfehlsteuerung ist.

61. Mischung, wie in einem der Anspriiche 1 bis 27 oder Anspruch 29 beansprucht, zur Verwendung, mit
einer Nukleinsaure, als Medikament oder Impfstoff

62. Mischung, wie in einem der Anspriiche 1 bis 27 oder Anspruch 29 beansprucht, zur Verwendung, mit
einer Nukleinsaure, als ein Medikament zur Gentherapie oder Antisenstherapie oder als ein Impfstoff zur Ge-
nimpfung.

63. Mischung, wie in einem der Anspriiche 1 bis 27 oder Anspruch 29 beansprucht, zur Verwendung, mit
einer Nukleinsaure, zur Impfung gegen Hepatitis B Virus, HIV, HCV oder Herpes simplex Virus.

64. Mischung, wie in einem der Anspriiche 1 bis 27 oder Anspruch 29 beansprucht, zur Verwendung, mit
einer Nukleinsaure, zur in vivo Transfektion einer Endothelzelle, eine Epithelzelle oder eine Tumorzelle.

65. Mischung, wie in einem der Anspriiche 1 bis 27 oder Anspruch 29 beansprucht, zur Verwendung, mit
einer Nukleinsaure, zur in vivo Transfektion einer Neuroblastomzelle, einer primaren glatten Muskelzelle, einer
kardialen Myocyte, einer hdmatopoietische Zelle oder einer Zelle des cornealen Endothels.

66. Mischung, wie in einem der Anspriche 1 bis 27 oder Anspruch 29 beansprucht, zur Verwendung, mit
einer Nukleinsaure, zur Behandlung von Mukoviszidose oder Asthma.

67. Mischung, wie in einem der Anspriiche 1 bis 27 oder Anspruch 29 beansprucht, zur Verwendung, mit
einer Nukleinsaure, zur Behandlung von Krebs.

68. Mischung, wie in einem der Anspriche 1 bis 27 oder Anspruch 29 beansprucht, zur Verwendung, mit
einer Nukleinsdure, zur Behandlung einer Infektion.

69. Mischung, wie in Anspruch 68 beansprucht, dadurch gekennzeichnet, dass die Infektion eine Virusin-
fektion ist.

70. Mischung, wie in einem der Anspriiche 1 bis 27 oder Anspruch 29 beansprucht, zur Verwendung, mit
einer Nukleinsaure, zur Behandlung von Neuroblastom oder einer Augenkrankheit, die die Cornea oder ein
corneales Organtransplantat in Mitleidenschaft ziehen, einschlief3lich Glaukoma.

71. Mischung, wie in einem der Anspriiche 1 bis 27 oder Anspruch 29 beansprucht, zur Verwendung, mit
einer Nukleinsaure, zur Behandlung von einer Krankheit oder pathologischen Bedingung von priméaren glatten
Muskelzellen oder von kardialen Myocyten.

72. Mischung, wie in Anspruch 71 beansprucht, zur Behandlung von Restenose oder zur Verwendung
nach Ballonangioplastie.

73. Mischung, wie in einem der Anspriiche 1 bis 27 oder Anspruch 29 beansprucht, zur Verwendung, mit
einer Nukleinsaure, zur Gentherapie, Genimpfung oder Antisenstherapie einer Krankheit, die hamatopoieti-
sche Zellen umfasst.

74. Mischung, wie in Anspruch 73 beansprucht, dadurch gekennzeichnet, dass die Krankheit, die hamato-
poietische Zellen umfasst, Leukamie oder eine Knochenmarks Stammzellenfehlsteuerung ist.

75. Verwendung einer Mischung, wie in einem der Anspriiche 1 bis 27 oder Anspruch 29 beansprucht, zur
Herstellung eines Medikaments zur Behandlung von Mukoviszidose oder Asthma.

76. Verwendung einer Mischung, wie in einem der Anspriiche 1 bis 27 oder Anspruch 29 beansprucht, zur
Herstellung eines Medikaments zur Behandlung von Krebs.

77. Verwendung einer Mischung, wie in einem der Anspriche 1 bis 27 oder Anspruch 29 beansprucht, zur
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Herstellung eines Medikaments zur Behandlung einer Infektion.

78. Verwendung einer Mischung, wie in Anspruch 77 beansprucht, dadurch gekennzeichnet, dass die In-
fektion eine Virusinfektion ist.

79. Verwendung einer Mischung, wie in Anspruch 76 beansprucht, zur Behandlung von Neuroblastom.

80. Verwendung einer Mischung, wie in einem der Anspriiche 1 bis 27 oder Anspruch 29 beansprucht, zur
Herstellung eines Medikaments zur Behandlung von Restenose.

81. Verwendung einer Mischung, wie in einem der Anspriiche 1 bis 27 oder Anspruch 29 beansprucht, zur
Herstellung eines Medikaments zur Behandlung von Leukamie oder einer Knochenmarks Stammzellenfehl-
steuerung.

82. Verwendung einer Mischung, wie in einem der Anspriiche 1 bis 27 oder Anspruch 29 beansprucht, zur
Herstellung eines Medikaments zur Verwendung bei der Behandlung von einer Augenkrankheit die die Cornea
oder ein corneales Organtransplantat in Mitleidenschaft zieht, einschlieRlich Glaukom.

83. Verwendung eines Komplexes, wie in einem der Anspriiche 30 bis 39 beansprucht, zur Herstellung ei-
nes Medikaments zur Verwendung bei der zur Behandlung von Mukoviszidose oder Asthma.

84. Verwendung eines Komplexes, wie in einem der Anspriiche 30 bis 39 beansprucht, zur Verwendung
bei der Herstellung eines Medikaments zur Behandlung von Krebs.

85. Verwendung eines Komplexes, wie in einem der Anspriiche 30 bis 39 beansprucht, zur Verwendung
bei der Herstellung eines Medikaments zur Behandlung; einer Infektion.

86. Verwendung, wie in Anspruch 85 beansprucht, dadurch gekennzeichnet, dass die Infektion eine Virus-
infektion ist.

87. Verwendung, wie in Anspruch 84 beansprucht, zur Behandlung von Neuroblastom.

88. Verwendung eines Komplexes, wie in einem der Anspriiche 30 bis 39 beansprucht, zur Herstellung ei-
nes Medikaments zur Behandlung von Restenose.

89. Verwendung, wie in einem der Anspriiche 30 bis 39 beansprucht, zur Verwendung bei der Herstellung
eines Medikaments zur Behandlung von Leukédmie oder Knochenmark Stammzellenfehlsteuerung.

90. Verwendung eines Komplexes, wie in einem der Anspriiche 30 bis 39 beansprucht, zur Verwendung
bei der Herstellung eines Medikaments zur Behandlung von einer Augenkrankheit, die die Cornea oder ein cor-
neales Organtransplantat in Mitleidenschaft zieht, einschlieRlich Glaukom.

91. Satz, aufweisend eine Mischung, wie in einem der Anspriche 1 bis 27 oder Anspruch 29 beansprucht.

92. Satz, wie in Anspruch 91 beansprucht, der des weiteren (a) ein Plasmid oder Ubertrager zur Expressi-
on einer Nukleinséure, wobei das Plasmid oder der Ubertrager entweder leer ist oder die Nukleinséure enthélt,
oder (b) eine Nukleinsaure aufweist.

93. Verfahren zur Expression einer Nukleinsdure in eine Gastzelle in vitro, dadurch gekennzeichnet, dass
man die Zelle mit einem Komplex, wie in einem der Anspriiche 30 bis 39 beansprucht, in Kontakt bringt.

94. Verfahren zur Herstellung eines Proteins, dadurch gekennzeichnet, dass man eine Zelle in vitro mit ei-
nem Komplex, wie in einem der Anspruche 30 bis 39 beansprucht, tranfektioniert, wobei die Nukleinsdurekom-
ponente des Komplexes das Protein kodiert und zuldsst, dass die Zelle das Protein auspragt, und gegebenen-
falls das Protein erlangt.
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