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(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung eines carboxyterminalen Fragments des Ki-67 Prote-
ins oder eines aktiven Teils, Fragments oder Homologs davon als eine Verbindung, die fiir den Transfer in Zellen und die Aufnahme
und das Ausschleusen durch Zellen geeignet ist. Weiterhin umfasst die vorliegende Erfindung Transferverbindungen, die das o.g.
carboxyterminale Ende des Ki-67 Proteins enthalten, sowie Vektoren kodierend dafiir. AuBerdem fallen pharmazeutische Zusam-
mensetzungen unter diese Anmeldung, sowie die Verwendung des Transferproteins als Triger oder als Wirkstoff bei der Behandlung
von Krankheiten.
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Transferverbindungen, ihre Herstellung und ihre Verwendung

BESCHREIBUNG

Technisches Gebiet

Die vorliegende Erfindung betrifft Verbindungen, die in der
Lage sind assoziierte Verbindungen in eine Zelle zu bringen.
Insbesondere betrifft die vorliegende Erfindung eine
Transferverbindung die das carboxyterminale Fragment des Ki-67
Proteins umfasst. Des weiteren umfasst diese Anmeldung
Vektoren, die die fir die Transferverbindung kodierende
Sequenz enthalten, Transferverbindungen und pharmazeutische
Zusammensetzungen enthaltend diese Transferverbindungen
und/oder Vektoren. Weiterhin werden Verfahren zu deren
Herstellung, sowie die Verwendung dieser Transferverbindungen
beansprucht. Entsprechende Verfahren zur Behandlung oder
Vorbeugung von Erkrankungen durch Gentherapie unter
Zuhilfenahme dieser Transferverbindungen liegen im Rahmen der

Erfindung.

Stand der Technik

Die Zielsteuerung von Proteinen (protein targeting) ist ein
biologischer Prozess von fundamentaler Bedeutung, der durch

hochgradig koordinierte Mechanismen gesteuert wird.

So geschieht der Proteinexport bzw. die Proteinsekretion auf
spezifischen Reaktionswegen, flir die charakterisierte
Signalsequenzen genutzt werden, um die Proteine in die
beteiligten subzelluldren Kompartimente, wie endoplasmatisches
Retikulum, Golgi-Komplex und Vesikel, zu leiten. Auch flir den
intrazelluldren Transfer werden Signalsequenzen verwendet. So
sind z.B. fur den Transfer von Proteinen in den Zellkern
Kernlokalisationssequenzen (NLS) beschrieben, die grofde
Proteine, die nicht durch Diffusion in den Kern gelangen

kénnen, durch die Kernporen in den Zellkern dirigieren.
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Die Aufnahme von Proteinen in eine Zelle ist ebenfalls komplex
reguliert. Exemplarisch sei hier nur die rezeptorvermittelte
Endozytose erwdhnt, die dem Import spezifischer Proteine durch
Bindung an Rezeptoren auf der Zellmembran und anschlief’endem
Einschluss in Vesikel dient. Dieser Prozess dient zum einen
zur Versorgung von Zellen mit stoffwechselnotwendigen
Metaboliten, zum anderen zum Abbau von Proteinen. Ferner
vermittelt die rezeptorvermittelte Endozytose die zellulé&ren
Antworten auf viele Mediatoren, wie z.B. Peptidhormone oder
Wachstumsfaktoren. Schliefflich wird dieser Prozess von Viren

und Toxinen genutzt, um in Zellen zu gelangen.

Fir viele Anwendungsbereiche in der biomedizinischen
Forschung, Diagnostik und Therapie ist es wlnschenswert,
Stoffe, bevorzugt Proteine, Nukleinsiuren, Nicht-
Peptidmolekile wie Oligosaccharide, Lipide oder Arzneimittel
oder Markermolekiile, in Zellen einzuschleusen. Da viele der
genannten Stoffe die Zellmembran nicht passieren kdénnen,
werden verschiedene Methoden fuUr das Einschleusen respektive

die intrazelluldre Produktion dieser Substanzen angewandt.

Neben mechanischen Methoden, wie z.B. der Mikroinjektion, sind
dem Fachmann zu diesem Zwecke z.B. molekularbiologische
Expressionstechniken wohlbekannt. Die letztgenannten Methoden
sind jedoch nur wenig effizient; in der Regel gelingt die
Expression in nur 2-20 % der Zellen, was z.B. eine in vivo
Applikation sehr problematisch macht. Dieser Nachteil konnte
klirzlich durch den Einsatz eines Strukturproteins (VP22) des
Herpes Simplex Virus Typ 1 (HSV-1) aufgehoben werden. Nach
klassischer Transfektion mit Expressionsvektoren zeigte sich,
dass im Gegensatz zu einem anderen HSV-1 Protein, das
(erwartungsgemafy) nur in 2-5% der Zellen nachgewiesen werden
konnte, das VP22 dagegen in 100% der Zellen nachgewiesen
werden konnte (PCT Anmeldung No. WO 97/05265) . Es wurde ferner
gezeigt, dass dieses virale Protein als Fusionsprotein

verschiedene Polypeptide in Zielzell-Populationen einschleusen
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kann (WO 97/05265) . Dem Fachmann ist jedoch wohl bekannt, dass
virale Proteine bevorzugt in Saugetierzellen, Zellverbanden

bzw. dem Gesamtorganismus, pleiotrope Effekte ausldsen kdnnen.

So lbsen das ElA-Protein der Adenoviren sowie das T-Antigen
des Simian Virus 40 (SV40) in den Zellen eine Vielzahl von
Prozessen aus. Dazu zahlen beispielsweise die Initiation der
DNA-Synthese sowie die Aktivierung verschiedener Enzyme, wie
der Dihydrofolat-Reduktase, der Thymidin-Kinase und der DNA-
Polymerase (Nevins, J.R. Adenovirus E1A: Transcription
regulation and alteration of cell growth control, in Doerfler,
W. und Boéhm, P., The molecular repertoire of Adenovirus III:
Biology and pathogenesis, Springer Verlag Berlin, Heidelberg,
New York, 1995). Ein weiteres Beispiel sind die pleiotropen
Eigenschaften der Strukturproteine der Reoviren (Yue,Z. und
Shatkin,A.J., Enzymatic and control functions of Reovirus
structural proteins, in Tyler,K.L. und Oldstone,M.B.A.,
Reoviruses I: Structure, Proteins, and Genetics, Springer
Verlag Berlin, Heidelberg, New York, 1998).

Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde,
ein Transfervehikel fur Verbindungen zur Verfigung zu stellen,
um diese Nachteile zu Uberwinden. Die Transferverbindungen

sind in der Gentherapie verwendbar.

Das erfindungsgemadfie Transfervehikel ist aus einem S&ugetier,

bevorzugt humanen Ursprungs.
Zusammenfassung der Erfindung

Die vorliegende Aufgabe wird erfindungsgemdf durch ein

carboxyterminales Fragment des humanen Ki-67 Proteins geldst.

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft einen

Vektor, der fir dieses Fragment kodiert.
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Weiterhin wird ein Transferprotein beschrieben, das das

carboxyterminale Fragment des Ki-67 Proteins aufweist.

Das erfindungsgemife Transferprotein kann dabei das
carboxyterminale Fragment des Ki-67 Proteins des Menschen, der

Maus, der Ratte oder einer anderen Spezies sein.

Auflerdem betrifft die Erfindung Verfahren zur Herstellung von
Transferverbindungen und zur Herstellung von Vektoren, die fur

diese Transferverbindungen kodieren.

Ein weiterer Aspekt ist ein Verfahren zum Transfer von
Verbindungen in eine Zielgruppe, ausgewdhlt aus Zelllinien,
Zellen in vitro, Tumorzellen, Gewebe usw., mit Hilfe des oben
genannten, erfindungsgemdfen Transferproteins oder einem
Vektor der die Sequenz kodierend fir ein erfindungsgemifes

Transferprotein enthalt.

Weiterhin schlieflt die vorliegende Erfindung die Verwendung
der o.g. Verbindungen fUr den Transfer von assoziierten
Verbindungen ein, sowie Verfahren zur Therapie und Vorbeugung
von Erkrankungen, insbesondere die Verwendung in der

Gentherapie.

Auch wird eine pharmazeutische Zusammensetzung enthaltend das
erfindungsgemaffe Transferprotein allein oder assoziiert mit
einer weiteren Verbindung bereitgestellt, sowie ein Verfahren

zu deren Herstellung.
Beschreibung der Abbildungen:

Abbildung 1: Darstellung der Nukleotidsequenz des Kon2l-DNA-
Inserts. Oberhalb der Nukleotidsequenz sind die Nummerierung
der Basenpaare sowie die zur Klonierung verwendeten
Restriktionsschnittstellen angegeben. Unterhalb der
Nukleotidsequenz ist die Aminosduresequenz des abgeleiteten

Kon2l-Proteins dargestellt. In Fettdruck wiedergegebene
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Nukleotide sind Bestandteil der verwendeten
Restriktionsschnittstellen. Unterstrichene Nukleotide sind
durch die verwendeten Desoxyoligonukleotid-Primer in das
Konstrukt eingeflihrt worden. Zur besseren Ubersicht wurde nur

einer der beiden DNA-Strange in 5'-3'-Richtung angegeben.
Abbildung 2:Karte des verwendeten Vektors, pCEP4-Kon2l

Abbildung 3: Mikroskopische Aufnahmen von Zellen 6 Stunden
(a-d), 10 Stunden (e-h) und 24 Stunden (i-1) nach
Transfektion, Versuchsbedingungen, siehe Beispiel 1. Farbung
mit MIB-21 (a, e, i, ¢, g, k) sowie die Gegenfarbung mit
Propidiumjodid (b, £, j, d, h, 1). Die Zellen in der linken
Bildhalfte wurden mit pCEP4-Kon2l (a, b, e, £, i, j) und die
Zellen in der rechten Bildh&lfte mit pCEP4 (c, 4, g, h, k, 1)

transfiziert.

Abbildung 4: Mikroskopische Aufnahmen von Zellen 5 Minuten
(a-d) und 1 Stunde (e-h) nach Zugabe des Hochsalzlysates,
siehe Beispiel 2. Die Zellen in der linken Bildh&lfte wurden
mit MIB-21 gefarbt (a, ¢, e, g). Die rechte Bildhalfte zeigt
dieselben Zellen in der Gegenfarbung mit Propidiumjodid (b,
d, £, h). Die obere Bildh&lfte zeigt Zellen nach 5 Minuten
(a-d), die untere Bildh&lfte Zellen nach 1 Stunde Inkubation
mit dem Hochsalzlysat (e-h). Zellen nach Zugabe von
Hochsalzlysat aus pCEP4-Kon2l transfizierten Zellen (a, b, e,
f) bzw. Hochsalzlysat aus pCEP4 transfizierten Zellen (c, d,

g, h).
Ausfihrliche Darstellung der Erfindung

Das erfindungsgemiffe Fragment, nadmlich der carboxyterminale
Bereich des Ki-67 Proteins umfasst den Bereich der Aminosiuren
von 3037 bis 3256 des Ki-67 Proteins, wie in Swiss Prot unter
der Accession Nr. P46013 hinterlegt, bzw. Fragmente des
Bereichs, wie sie durch die natlrliche Variation des Genoms

vorhanden sind. Das Fragment kann auch nur Teile des o.g.
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Fragments oder Homologe davon umfassen, solange die Funktion

als Transferprotein erhalten bleibt.

Homolog bedeutet hier, das mindestens eine 80 %ige Homologie
in den Aminosaureresten besteht, die flir die Funktion des
carboxyterminalen Bereiches als Transferverbindung essentiell

sind.

Das humane Ki-67 Protein wird in allen Kernen von
proliferierenden Zellen in allen aktiven Phasen des
Zellzyklus, d.h. in Gl, S, G2 und Mitose exprimiert, nicht
jedoch in Ruhephase- GO-Zellen (Gerdes et al. Cell cycle
analysis of a cell proliferation -associated human nuclear
antigen defined by the monoclonal antibody Ki-67 J. Immunol.
133:1710-15, 1984). Die cDNA des humanen Ki-67 und des murinen
Aguivalents sind bekannt und weisen keinerlei signifikante
Homologien mit anderen Proteinen auf (Schliiter et al. The cell
proliferation-associated antigen of antibody Ki-67: a very
large, ubiquitous nuclear protein with numerous repeated
elements, representing a new kind of cell cycle-maintaining
proteins J.Cell Biol. 123:513 - 522, 1993, Starborg et al. The
murine Ki-67 cell proliferation antigen accumulates in the
nucleolar and heterochromatic regions of interphase cells ant
at the periphery of the mitotic chromosomes in a process
essential for cell cycle progression J. Cell Sci. 109:143 -
153, 1996) . Das humane Ki-67 Protein besitzt mehrere NLS und
ist physiologischerweise, auf’er in der Mitose, nur im Zellkern
nachweisbar. Erst nach Mikroinjektion von Antikdrpern konnte
gezeigt werden, dass das Ki-67 Protein im Zytoplasma gebildet
wird und sehr rasch, vermutlich in supramolekularen Komplexen
in den Zellkern transferiert wird (Heyden et al. Cytoplasmic
observation of the Ki-67 protein and immunofluorescence
staining of its transport to the nucleus Eur. J. Cell Biol.
Vol.42: 33, 1996). Ein Transfer aus dem Kern heraus oder gar
aus der Zelle heraus wurde bislang nicht beobachtet oder

beschrieben. Um so Uberraschender war unser Befund, den wir
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bei der Untersuchung zur Funktion von Partialstrukturen des

Ki-67 Proteins, erhielten.

Ein in CHO-K1 (Chinese Hamster Ovarian-Kl1l, ATTC Nr. CRL 9618) -
Zelllinien-Zellen transient exprimiertes, carboxyterminales
Fragment des humanen Ki-67 Proteins, KON-21 genannt (Abbildung
1), zeigte ein vdllig unerwartetes immunzytologisches
Verteilungsmuster des produzierten Polypeptids. In 5-20% der
Zellen war das KON-21, wie bei Kontroll-Proteinen,
erwartungsgemafs stark zytoplasmatisch exprimiert. Dariber
hinaus war das KON-21 aber auch noch in 100% der Zellkerne
nachweisbar. Es konnte gezeigt werden, dass das Kon-21 Peptid
zunachst in 5-20% der Zellen im Zytoplasma produziert wird
und, da es eine NLS enthdlt, rasch in den Zellkern dieser
Produzentenzellen transferiert wird (Beispiel 1 und Abbildung
3) . Darlber hinaus wird das KON-21 an benachbarte, nicht
transfizierte Zellen weitergegeben und in diesen Rezipienten-
Zellen im Zellkern lokalisiert. Dieser interzelluldre Transfer
des KON-21 folgt vermutlich keinem der oben beschriebenen
konventionellen Protein-Export- oder Protein-Import-Wege, da
dem KON-21 klassische Signalsequenzen fiur diese Prozesse
fehlen. Der intrazelluldre Transfer in die Zellkerne wird
vermutlicht Gber das Ran-GTP-Importin-alpha System ( Goerlich
D. Transport into and out of the cell nucleus EMBO J. Vol.17:
2721-27 1998) mit Hilfe der NLS des KON-21 bewerkstelligt.

Experimente mit Konstrukten, die fir ein Fusionsprotein mit
dem KON-21 Protein kodieren, zeigten, dass diese
Fusionsproteine effizient exprimiert und interzellulér

transferiert werden.

In Experimenten, in denen das KON-21 in Zellextrakten dem
Kulturmedium von Zielzellen beigemischt wurde, wurde das KON-
21 allein oder in Verbindung mit einem Fusionsprotein hoch
effizient und sehr rasch in die Ziel-Zellen transferiert

(Beispiel 2 und Abbildung 4). Dieser Aspekt ermdglicht des
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weiteren den Transfer von nicht-peptidylen Stoffen, die nicht

intrazelluldr exprimiert werden kdnnen.

Diese oben genannten Aspekte erlauben die Verwendung dieser
Transferverbindungen in der Gentherapie von Erkrankungen wie
Krebs, Allergie, Autoimmunerkrankungen usw. D.h. die Erfindung
schliefft auch Verfahren zur Behandlung aber auch zur

Vorbeugung von Erkrankungen mit ein.

Das Kon2l-DNA-Konstrukt wurde mit Hilfe von
molekularbiologischen Standardtechniken hergestellt. Dazu
wurde cDNA der Zelllinie Hela S3 mittels PCR amplifiziert.
Die Restriktionsschnittstellen flUr die nachfolgende
Klonierung in einen Plasmidvektor, sowie die zur effizienten
Translation der mRNA notwendigen Sequenzmotive wurden durch
Verwendung von Desoxyoligonukleotid-primern eingefiihrt, die
zusatzliche Nukleotidsequenzen an ihren 5'-Enden trugen
(siehe Abbildung 1). Das Kon2l-DNA-Konstrukt wurde zun&chst
in den Klonierungsvektor pBluescript SK der Firma Stratagene
(La Jolla, CA, USA) kloniert. Nach Sequenzierung der Insert-
DNA ergaben sich zwei Abweichungen zu der bereits
publizierten DNA-Sequenz der Ki-67-cDNA (Schliiter et al.
supra) . Die Sequenzanalyse mehrerer unabhidngiger Klone
bestatigte die Richtigkeit der erhaltenen Sequenzen. Zur
Expression wurde die Insert-DNA mittels der
Restriktionsenzyme HindIII und NotI aus dem Klonierungsvektor
geschnitten und in den eukaryotischen Expressionsvektor pCEP4
der Firma Invitrogen Corporation (Carlsbad, CA, USA)
kloniert. Abbildung 1 zeigt die vollstandige Nukleotidsequenz
des DNA-Inserts und die davon kodierte Aminosi&uresequenz des
Expressionsprodukts. Abbildung 2 gibt schematisch die

Struktur des Kon2l-Expressionskonstruktes wieder.
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Beisgpiele

Beispiel 1

Das Kon2l-Protein wird nach Transfektion an alle Zellen einer

Kultur weitergegeben.

CHO-Zellen wurden mit dem Konstrukt pCEP4-Kon21 transient
transfiziert und zu unterschiedlichen Zeitpunkten analysiert.
Dazu wurden die mit den Zellen bewachsenen Objekttrager in
PBS / 10% FCS gespult, flr ca. 6 Stunden luftgetrocknet und
dann in Chloroform / Aceton fixiert. Es folgte eine
Immunfluoreszenzfarbung mit dem monoklonalen Antikdrper MIB-
21, der spezifisch das KON-21-Protein erkennt. Die Bindung des
Antikdérpers MIB-21 wurde anschlieflend mittels eines Alexa48s
konjugierten Goat-Anti-Maus-Antikdrpers (Firma Molecular
Probes Inc., Eugene, Oregon, USA) nachgewiesen. Zur besseren
Orientierung wurde die DNA der Zellen zus&tzlich mit
Propidiumjodid gegengeféarbt. Zur Kontrolle der Farbung wurden
aufferdem CHO-Zellen mit dem Expressionsvektor pCEP4
transfiziert. Mikroskopische Aufnahmen von Zellen 6 Stunden
(a-d), 10 Stunden (e-h) und 24 Stunden (i-1) nach
Transfektion. Die Farbung erfolgte mit MIB-21 (a, e, i, c, g,
k) sowie die Gegenfarbung mit Propidiumjodid (b, £, j, d, h,
1) . Die Zellen in der linken Bildhdlfte wurden mit pCEP4-Kon21l
(a, b, e, £, 1, j) und die Zellen in der rechten Bildhalfte
mit pCEP4 (c, 4, g, h, k, 1) transfiziert. Wahrend nach 6
Stunden nur einige Kerne pCEP4-Kon2l transfizierter Zellen
eine Anfarbung mit MIB-21 zeigen, nimmt die Farbung nach 10
Stunden zu, bis nach 24 Stunden alle Zellkerne mit MIB-21
angefarbt werden. Zellen, die zur Kontrolle mit pCEP4
transfiziert wurden zeigen dagegen Uber den gesamten Zeitraum

nur eine sehr schwache unspezifische Hintergrundfarbung.
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Beispiel 2

Nach Zugabe in das Kulturmedium wird das KON-21-Protein von
allen Zellen einer Kultur aufgenommen.

Rund 500.000 CHO-Zellen wurden mit dem Konstrukt pCEP4-Kon2l
transient transfiziert. Zur Kontrolle wurden ebenfalls 500.000
CHO-Zellen mit dem Expressionsvektor pCEP4 transfiziert. Nach
24 Stunden Inkubation im Brutschrank wurden die Zellen
geerntet, sedimentiert und das Zellsediment bei -70°C
eingefroren. Nach dem Auftauen wurde das Zellsediment in

500 pl eiskaltem Hochsalzpuffer (10 mM HEPES, pH 7,9, 400 mM
NaCl, 0,1 mM EDTA, 0,5 mM DTT, 5% Glyzerin) resuspendiert und
nach 5 Minuten Inkubation bei 0°C erneut sedimentiert. Der
Uberstand wurde zu CHO-Zellen in 15 ml Kulturmedium gegeben
und die Zellen zu unterschiedlichen Zeitpunkten analysiert.
Dazu wurden die mit den Zellen bewachsenen Objekttrager in
PBS / 10% FCS gespult, fiir ca. 6 Stunden luftgetrocknet und
dann in Chloroform / Aceton fixiert. Es folgte eine
Immunfluoreszenzfarbung mit dem monoklonalen Antikdrper MIB-
21, der spezifisch das KON-21-Protein erkennt. Die Bindung des
Antikdérpers MIB-21 wurde anschliefend mittels eines Alexa488
konjugierten Goat-Anti-Maus-Antikdérpers (Firma Molecular
Probes Inc., Eugene, Oregon, USA) nachgewiesen. Zur besseren
Orientierung wurde die DNA der Zellen zusitzlich mit
Propidiumjodid gegengefarbt. Mikroskopische Aufnahmen von
Zellen 5 Minuten (a-d) und 1 Stunde (e-h) nach Zugabe des
Hochsalzlysates. Die Zellen in der linken Bildhilfte wurden
mit MIB-21 gefarbt (a, c, e, g). Die rechte Bildhalfte zeigt
dieselben Zellen in der Gegenfarbung mit Propidiumjodid (b, d,
£, h). Die obere Bildhalfte zeigt Zellen nach 5 Minuten (a-d),
die untere Bildhdlfte Zellen nach 1 Stunde Inkubation mit dem
Hochsalzlysat (e-h). Zellen nach Zugabe von Hochsalzlysat aus
pCEP4-Kon2l transfizierten Zellen (a, b, e, f) bzw.
Hochsalzlysat aus pCEP4 transfizierten Zellen (c, d, g, h).
Nach Zugabe von Hochsalzlysat aus pCEP4-Kon2l transfizierten
Zellen ist schon nach 5 Minuten eine schwache Anfarbung der

Zellkerne mit MIB-21 zu erkennen. Nach einer Stunde zeigen
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alle Zellkerne eine starke Anfarbung mit MIB-21. Zellen, die
mit Hochsalzlysat aus pCEP4 transfizierten Zellen inkubiert
wurden, zeigen dagegen nur eine sehr schwache unspezifische

Hintergrundfarbung.
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PATENTANSPRUCHE

1. Verwendung eines carboxyterminalen Fragments des Ki-67
Proteins oder eines aktiven Teils, Fragments oder
Homologs davon als eine Verbindung, die fluir den Transfer
in Zellen und die Aufnahme durch und Abgabe aus Zellen

geeignet ist.

2. Verwendung gemdff Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass das carboxyterminale Fragment die Aminosduren 3037
bis 3256 der Sequenz des Ki-67 Proteins, wie es in Swiss
Prot unter der Acc. Nr. P46013 dargestellt ist, oder

homologe Sequenzen davon enth&lt.

3. Verwendung gemafs Anspruch 1, wobei das carboxyterminale
Fragment, der aktive Teil , ein Fragment oder Homologe
davon mit einer zweiten oder mehreren Komponente (n),
deren Transfer in die Zielzelle gewlinscht wird,

verbunden ist.

4, Verwendung gemafds Anspruch 3, wobei die weitere (n)

Komponente (n) Peptide oder Nicht-Peptide sind.

5. Verwendung gemafs einem der vorherigen Ansprlche 1 bis 4,
wobei die Transferverbindung, assoziiert mit einer oder
mehreren weiteren Verbindung(en), einer Zielpopulation
an Zellen hinzugegeben wird und diese von der

Zielpopulation aufgenommen wird.

6. Verwendung gem&f3 den Anspriichen 1 bis 4, wobei die
Transferverbindung, assoziiert mit einer oder mehreren
welteren Verbindung(en), aus einer Zelle, die diese
Verbindung enthalt und gegebenenfalls produziert, auf
eine andere Zelle transferiert und von dieser

aufgenommen wird.
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10.

11.

12.

13.

14.

13

Transferprotein, umfassend das carboxyterminale Ende des
Ki-67 Proteins, den aktiven Teil, ein Fragment oder ein
Homolog davon, in Verbindung mit einer oder mehreren
weiteren Kompdnente(n), die transferiert werden

soll (en) .

Transferprotein gemaf Anspruch 7, wobei die weitere
Komponente/weiteren Komponenten Peptide und nicht-

Peptide umfasst.

Transferprotein gemafd Anspruch 7 oder 8, wobei das
Transferprotein von einer ersten Zelle hergestellt wird
und von einer anderen Zelle aufgenommen wird, die aber

nicht selbst dieses Transferprotein produziert.

Transferprotein gem&f3 Anspruch 7 oder 8, wobei das

Transferprotein rekombinant hergestellt wird.

Nukleinsaure oder Homologe davon, die das in den

Ansprlichen 7 bis 9 genannte Transferprotein kodiert.

Vektor, enthaltend eine Nukleins&ure gemif3 Anspruch 11,
der die Expression eines Transferprotein gemaR einem der

Anspruche 7 bis 9 erlaubt.

Expressionsvektor gemd&R Anspruch 12 mit dem eine erste
Zelle transfiziert oder transformiert wird und dessen
Produkt dann auf eine zweite/weiteren Zelle (n)

Ubertragen wird.

Eu- oder prokaryotische Wirtszelle, enthaltend einen
Vektor gemdf3 Anspruch 12 oder 13, eine Nukleins&ure

gemafs Anspruch 11 und die das Transferprotein gemiR

Anspriche 7 bis 10 herstellt.
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15.

16.

17.

18.

19.

20.

14

Verwendung des carboxyterminalen Endes des Ki-67
Proteins oder des Transferproteins gem&f den Anspriichen
7 bis 10 als ein Trager flur Wirkstoffe in

pharmazeutischen Zusammensetzungen.

Pharmazeutische Zusammensetzung enthaltend das
carboxyterminale Ende des Ki-67 Proteins gemdfs den
Anspriichen 7 bis 10 als Trager und Transferpartner fir

andere pharmazeutisch wirksame Wirkstoffe.

Verwendung des carboxyterminalen Endes des Ki-67
Proteins gemdf Anspruch 7 bis 10 zur Herstellung einer

pharmazeutischen Zusammensetzung bei der Gentherapie.

Verfahren fur den Transfer einer Verbindung auf eine
Zellpopulation als Zielpopulation, umfassend die
Schritte:

a) Einbringen des Expressionsvektors gemdf Anspruch 12
oder 13 in eine Wirtszelle,

b) Expression des durch den Vektor kodierten
Transferproteins gemdfs einem der Anspriiche 7 bis 10
in der Wirtszelle und ausscheiden desselben und

c) Ubergang des Transferproteins auf eine andere

Zellpopulation.

Verfahren gemafs Anspruch 18, wobei das Einbringen des
Expressionsvektors in die Wirtszelle durch
Transformation, Transfektion oder Mikroinjektion

erfolgt.

Verfahren fir den Transfer von Verbindungen in Zellen in
vitro, wobei das Transferprotein in die Umgebung der

Zielzelle gebracht wird.
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21. Verfahren flir den Transfer von Verbindungen in Zellen,

umfassend die Schritte:

a)

Rekombinante Expression des Transferproteins gemaf
den Anspriichen 7 bis 10 mit Hilfe eines
Expressionsvektors gemdff den Anspruchen 12 oder 13
und

Zusammengeben der Zielzellen und des in Schritt a.)
hergestellten Transferproteins in vitro, so dass

die Zielzellen dieses aufnehmen.

22. Verfahren zur Behandlung, Vorbeugung und Therapie von

Krankheiten, wobei mittels Transferprotein gemafl den

Anspriichen 7 bis 10 oder mit Hilfe des

Expressionsvektors gemdf den Ansprichen 12 oder 13

assoziierte Verbindungen in Zellen eingebracht werden.

23. Verfahren gemdfd Anspruch 22, wobei die Krankheiten

Krebs, Allergie, Autoimmunerkrankungen, Entzlndungen,

rheumatische Erkrankungen sind.

24. Verwendung des Transferproteins gemaff den Ansprlichen 7

bis 10 oder des Expressionsvektors gemdfd den Ansprichen

12 oder 13 in der Gentherapie.
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