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Mittel zur lokalen Behandlung von Zervixdysplasien

Beschreibung

Die Erfindung betrifft ein Mittel zur lokalen Behandlung von Zervixdysplasien, um-
fassend einen rekombinanten, genetisch modifizierten in nicht-HPV-infizierten Zellen

replikationsdefekten Adenovirus.
Stand der Technik und Hintergrund der Erfindung

Hintergrund der Erfindung sind Erkrankungen, die von humanen Papilloma-Viren
(HPV) hervorgerufen werden, insbesondere Gebarmutterhalskrebs und seine Vor-

stufen.

Allein in Deutschland werden pro Jahr ca. 1 Mio pathologische Befunde an Frauen
hinsichtlich HPV-induzierter neoplastischen Veranderungen des Gebarmutterhalses
(cervix uteri) erhoben. Bei einem grofden Teil der betroffenen Frauen heilt die Lasion
ohne weitere Mallnahmen im Verlauf einiger Wochen bis Monate ab. Tritt jedoch
keine Spontanheilung ein und kommt es zur Entwicklung hochgradig dysplastischer
Epithelveranderungen, wird von arztlicher Seite aufgrund des erhthten Risikos einer
Progression zum Zervixkarzinom die chirurgische Entfernung des betroffenen Areals
empfohlen (Konisation). Gegenwartig existiert fir Frauen mit hdhergradigen zervika-
len intraepithelialen Neoplasien (CIN) keine therapeutische Alternative zur chirurgi-
schen Abtragung des dysplatischen Epithels (Konisation). Jahrlich missen sich ca.
150.000 Frauen in Deutschland einer Konisation unterziehen. Fir die betroffenen
Frauen sind diese Eingriffe nicht nur belastend, sondern erhdhen bei spateren
Schwangerschaften auch das Risiko fir eine Frihgeburt. Die auch in Deutschland
kirzlich eingeflihrte prophylaktische Impfung mit den neuentwickelten Impfstoffen
Gardasil® (Merck) und Cervarix® (GlaxoSmithKline) verhitet zuverlassig bei jungen
Menschen, die noch keinen Geschlechtsverkehr hatten, eine Erstinfektion mit HPV
6, 11, 16 und 18 (bei Gardasil®). Ist ein Mensch jedoch bereits mit HPV-Viren infi-
ziert, hat der Impfstoff keine Wirkung mehr. Entsprechend liegt seine prophylakti-
sche Wirksamkeit zur Verhitung von zervikalen intraepithelialen Neoplasien (CIN-
Lasionen) bei 25jahrigen Frauen unabhangig vom verursachenden HPV-Serotyp nur

noch bei 17%. Da der erste Erkrankungsgipfel beim Zervixkarzinom zwischen dem
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35. und dem 40. Lebensjahr liegt, wird es selbst bei breiter Anwendung einer pro-
phylaktischen Impfung noch ca. 20 Jahre dauern, bis die Wirkung der Impfung
merklichen Einfluss auf die Zervikarzinominzidenz nimmt. Die Notwendigkeit regel-
maliger Vorsorgeuntersuchungen und der Wunsch nach wirksamen, schonenderen
Therapiemalinahmen wird trotz der Einflihrung der prophylaktischen Impfung be-

stehen bleiben.

Ursache fiir die Entstehung von Zervixdysplasien sind persistierende Infektion sind
Hochrisiko (high risk) Papillomaviren. Bei jungen Frauen in der Altersgruppe zwi-
schen 20 und 30 Jahren erreicht die Inzidenz von Hochrisiko-HPV-Infektionen bis zu
50% (so in Danemark). In der Folge entwickeln infizierte Frauen regelmafiig zytolo-
gische Auffalligkeiten beim sog. Zervixabstrich (Pap-Abstrich) bzw. dysplastische
Veranderungen im Sinne einer zervikalen intraepithelialen Neoplasie (CIN) bis hin
zu Zervixkarzinomen. Obwohl die Ursache der dysplastischen Veranderungen eine
Virusinfektion ist, erfolgt die immunologische Abwehrreaktion haufig verspatet oder
ist in ihrer Wirkung unzureichend, so dass es zu protrahierten Infektionen kommt,
die sich Uber Zeitraume von Monaten bis zu mehreren Jahren erstrecken kdnnen.
Ursache fir die unzureichende immunologische Abwehrreaktion sind niedrige Repli-
kationsraten und in der Folge nur geringe Mengen an viralen Antigenen, die in den
Zielorganismus gelangen und zusatzlich effektive HPV-Mechanismen zur Unterdri-
ckung von immunologischen Abwehrreaktionen. Da Papillomaviren insbesondere
Zellen der sog. Transformationszone im Bereich der Zervix uteri infizieren, sind die
induzierten Gewebeveranderungen meist auf den Bereich des distalen Zervixkanals

und zentrale Anteile der Portio uteri beschrankt.

Im Stand der Technik sind weiterhin Methoden zur Zerstérung von HPV-
Onkoprotein-exprimierender Zellen zu finden, die zur Prophylaxe und/oder zur Be-
handlung von HPV-induzierten Erkrankungen, wie etwa Gebarmutterhalskrebs und

seinen Vorstufen, geeignet sind.

So beschreibt die WO 2009/106362 A1 ein Auswahlverfahren fur Nukleinsauren, die
fir ein oder mehrere Humanpapilloma-Virus (HPV)-Onkoproteine oder Fragmente
davon kodieren. Dabei stellt sich die WO 2009/106362 A1 die Aufgabe eine ver-
meintlich sichere Vakzine dadurch zu schaffen, dass diese nur antigene Sequenz-
motive aufweist, dass heildt, dass alle anderen Sequenzmotive wie solche mit trans-

formations-assoziierten Peptidmotiven aus der DNA der Vakzine durch Klonie-
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pression in einem Saugerorganismus eine Immunantwort induzieren kénnen, wel-
che zur Zerstdérung von HPV-Onkoprotein-exprimierender Zellen flihrt und damit zur
Prophylaxe und/oder Behandlung von HPV-induzierten Erkrankungen, wie etwa

Gebarmutterhalskrebs und seinen Vorstufen, geeignet ist.

Hoffmann et al. (J. Immunother 2010; 33: 136-145) beschreiben einen ahnlichen
Ansatz zur Behandlung von HPV-induzierten Erkrankungen mit einer rekombinanten
DNA-Vakzine, namlich einer Adenovirus-basierenden T-Zell Vakzine, bei der prob-
lematische Sequenzmotive deletiert wurden, die eine spezifische T-Zell-Antwort in

vivo hervorrufen sollen.

Diesen Methoden ist gemeinsam, dass es sich um Vakzinierungsmittel handelt, also

um Impfstoffe, die mithin direkt in die Blutbahn gelangen.
Ziel der Erfindung

Ausgehend von diesem Stand der Technik ist es die Aufgabe der vorliegenden Er-
findung, eine alternative Therapiemdglichkeit zur Behandlung von HPV-induzierten

Gewebeveranderungen (Zervixdysplasien) bereitzustellen.
Beschreibung und Vorteile der Erfindung

Gelost wird diese Aufgabe durch die Merkmale der selbststandigen Anspriiche; vor-
teilhafte weitere erfindungsgemafte MalRinahmen sind in den Ubrigen Unteranspri-

chen enthalten.
Die Erfindung wird nunmehr im Einzelnen wie folgt dargestellit:

Erfindungsgemald ist ein Mittel zur Behandlung von Zervixdysplasien, umfassend
einen rekombinaten, genetisch modifizierten in nicht HPV-infizierten Zellen replikati-
onsdefekten E1-deltierten Adenovirus, welches zur lokalen duf3erlichen Anwendung

im Bereich der Portio und Zervix uteri geeignet ist, vorgesehen.

Dabei ist erfindungsgemafd bevorzugt, dass der E1-deletierte Adenovirus ein oder
mehrere Papillomavirus-Antigenepitope reprasentierende Vakzinierungsgene um-
fasst, deren Expression geeignet ist eine zelluldre oder humorale Immunantwort

gegen HPV-infizierte oder HPV-Onkogen exprimierende Zellen zu erzeugen.
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Der Erfindung liegt die Uberraschende Erkenntnis zugrunde, dass die Nutzung der
spezifischen Wechselwirkung zwischen HPV-Onkogenen und E1-deletierten Ade-
noviren zu einem replizierenden therapeutisch nutzbaren System, in einzigartiger
Weise zur therapeutischen Behandlung von Zervixdysplasien geeignet ist. Da im
Gebarmutterhals eine direkte Zuganglichkeit dysplastischer Zellen gegeben ist, be-
steht die Moglichkeit Onkogen-exprimierende dysplastische Zellen direkt zu errei-
chen und durch selektive Replikation zu zerstoren. Im Unterschied zu einer Injektion
ist hier also die auferliche, lokale Applikation besonders bevorzugt. Gleichzeitig
flihrt die Replikation des Adenovirusgenoms in HPV-Onkogen-exprimierenden Zel-
len zu einer verstarkten Expression des Vakzinierungsgens und lenkt zusatzlich
durch die vektoreigene (adenovirale) Antigenitat die lokale und systemische Immun-
reaktivitat auf die dysplastischen Zellen, es wird also gleichzeitig eine zusatzliche

Verstarkung der sytemischen, onkogen-spezifischen Immunantwort induziert.

Besonderes Merkmal der Erfindung ist daher die lokale Anwendung rekombinanter
Adenoviren im Kontext einer persistierenden HPV-Infektion im Bereich der Portio
und Zervix uteri. Dem liegt die Uberraschende Erkenntnis zugrunde, dass nur die
lokale Anwendung rekombinanter Adenoviren, in Abgrenzung zu einer systemischen
Vakzinierung, es erlaubt die biologischen Besonderheiten im Wirkungsgeflecht zwi-
schen E1-deletierten Adenoviren und HPV-infizierten bzw. HPV-Onkogen exprimie-

renden Kérperzellen therapeutisch zu nutzen.

Das therapeutische Prinzip der vorliegenden Erfindung beruht auf einer kiinstlichen
Infektion der dysplastischen Zellen des Gebarmutterhalses mit einem ungefahrli-
chen, aber stark immunogenen Virus. Das therapeutische Virus tragt in seinem Ge-
nom HPV-spezifische Impfgene und lenkt durch seine eigene Immunogenitat und
durch die Expression der Impfgene die Aufmerksamkeit des Immunsystems auf alle
HPV-infizierten Zellen und hilft, die HPV-Infektion zur Abheilung zu bringen. Zu die-
sen beiden getrennt bereits gut untersuchten therapeutischen Mechanismen (Yang
et al., Proc Natl Acad Sci U S A. 1994 May 10; 91 (10): 4407-1, Hoffmann et al., J
Immunother. 2010 Feb-Mar; 33 (2): 136-45) tritt ein drittes synergistisches Wirkprin-
zip hinzu, das die Anwendung eines E1-deletierten replikationsdefekten Adenovirus
zur lokalen Behandlung von HPV-Onkogen-exprimierenden Zervixdysplasien zu
einem einzigartigen Wirkprinzip macht: In einer Kérperzelle, in der die beiden HPV-

Onkogene E6 und E7 exprimiert werden, flhrt die Infektion mit einem E1-deletierten
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Adenovirus zu einer selektiven Replikation der das Vakzinierungsgen tragenden
adenoviralen DNA. Dieser synergistische Mechanismus ist zwar prinzipiell bekannt
und fir die intratumorale Applikation und Behandlung von Zervixkarzinomen vorge-
schlagen worden (Steinwaerder et al., Mol Ther. 2001 Sep; 4(3): 211-6), allerdings
ist bislang nicht erkannt worden, dass dieses Wirkprinzip sein Potential aufgrund der
im Unterschied zu soliden Tumoren anderen anatomischen und infektiologischen
Situation von Zervixdysplasien, hier nachhaltiger entfalten kann. Die vorliegende
Erfindung macht sich daher das von Steinwaerder et al. (Mol Ther. 2001 Sep; 4(3):
211-6) beschriebene biologische Phdnomen zur Behandlung persistierender HPV-
Infektionen und friher pramaligner dysplastischer Epithelldsionen im Bereich der
Cervix uteri zunutze. Denn im Unterschied zu dem kompakten Gewebe von Zervix-
karzinomen, in denen alle Zellen HPV E6 und E7 Onkogene hoch exprimieren, um-
fassen die Epithelien der Cervix uteri meist nur wenige Zellschichten, in denen nur
einzelne disseminiert stehende Zellen HPV Onkogene exprimieren. Denn insbeson-
dere handelt es sich bei Zervixdysplasien um eine flachige Hautveranderung, die in
ihrer horizontalen Ausdehnung nur wenige Mikrometer umfasst, und auf die dufders-

te Hautschicht, das Epithel, beschrankt ist.

Der Synergismus zwischen E1-deletiertem Adenovirus und HPV-infizierter Epithel-

zelle, den sich die Erfindung zunutze macht, kann wie folgt beschrieben werden:

Die Erfindung geht von der - durchaus bekannten - Erkenntnis aus, dass rekombi-
nante replikationsdefekie Adenoviren das leistungsfahigste in vivo Gentransfersys-
tem der vergangenen 20 Jahre darstellen. Adenoviren sind bislang bereits in mehr
als 150 klinischen Studien als Vektorsystem zum Transfer therapeutischer Gene
bzw. zur Expression von Vakzinierungsgenen eingesetzt worden. Wildtyp-
Adenoviren sind unbehlllte DNA-Viren die eine in etwa 36.000 Basenpaare lange
doppelstrangige DNA tragen und typischerweise leichte Infektionen der oberen
Atemwege erzeugen. Die zu therapeutischen Zwecken in der Medizin genutzten
replikationsdefekten E1-deletierten rekombinanten Adenoviren sind durch eine etwa
3.000 Basenpaare umspannende Deletion der adenoviralen E1-Region charakteri-
siert. Diese Viren sind in der Lage fast jede humane Koérperzelle sehr effektiv zu
infizieren, kdnnen sich aber in dieser Zelle durch das Fehlen der E1-Gene (E1A und
E1B-Gene) nicht selber replizieren. Die Herstellung bzw. Produktion dieser Viren

erfordert die Nutzung spezieller Zelllinien, die die adenoviralen E1-Gene in ihrem
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Genom tragen und auf diese Weise ihre Funktion indirekt (in trans) bereitstellen.
Durch die Deletion der E1-Gene im adenoviralen Genom entsteht eine “Licke®, in
die Fremdgene (therapeutische Gene oder Vakzinierungsgene) einkloniert werden
kénnen und die nach Infektion einer Kérperzelle dort exprimiert werden. Um zusatz-
lichen Raum fir die Klonierung gréferer Transgene zu schaffen, tragen erweiterte
Varianten rekombinanter Adenoviren eine zweite Deletion im Bereich der adenovira-
len E3-Region, die das Einklonieren von Transgenen bis zu einer GesamtgrofRe von
etwa 7.800 Basenpaaren erlaubt. Die Plasmide, die fir die Herstellung der im Rah-
men dieser Erfindung verwendeten Viren eingesetzt werden, sind im Labor von
Frank Graham (McMaster University, Hamilton, Ontario, Canada) in den 80iger Jah-
ren des letzten Jahrhunderts entwickelt worden (McGrory WJ et al., Virology 1988,
163 (2): 614-7).

Wenn auch die funktionelle Prasens der adenoviralen E1-Gene fiir eine Hochrepli-
kation und Entstehung neuer infektidser Adenoviren essentiell ist, kann die Funktion
der adenoviralen E1-Gene von anderen Onkogenen bis zu einem gewissen Maf}
komplementiert werden, was zu einer begrenzten genomischen Replikation des
adenoviralen Genoms in onkogen-exprimierenden Zellen fiihrt. Unter diesen zur
Transaktivierung fahigen Onkogenen nehmen die papillomviralen Onkogene E6 und
E7 eine besondere Stellung ein, da sie eine nachhaltige Transaktivierung herbeifiih-
ren kdnnen, die zu einer Replikation des adenoviralen Genoms bis zu mehreren
hundert Kopien pro Zelle flihrt. Auf diese Weise erfolgt auch die Expression des
Transgens (Vakzinierunsgen, therapeutsches Gen) nicht nur aus einer oder weni-
gen Kopien, sondern aus mehreren Hundert Kopien gleichzeitig, was die Gesamt-

starke der Transgenexpression dramatisch vestarkt.

Dies wiederum macht sich die Erfindung zunutze; denn ein in das Adenovirusgenom
integriertes ,therapeutisches” Gen oder Vakzinierungsgen (wie im Rahmen dieser
Erfindung) wird dann nicht nur aus einigen wenigen Kopien, sondern aus mehreren
Hundert Kopien exprimiert. Dieser Mechanismus wiederum fiihrt zu einer erhebli-
chen Steigerung der Expressionshohe des therapeutischen Gens bzw. Vakzinie-
rungsgens und induziert gleichzeitig den Untergang der HPV-infizierten Zelle durch

die Uberexpression adenoviraler Antigene.

Innerhalb des Kollektivs HPV-infizierter Zellen exprimiert in der Regel nur ein Teil

der Zellen die HPV-Onkogene E6 und E7. Von diesen Zellen geht allerdings die
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grofdte Gefahr fir die Entstehung schwerer Dysplasien und spater der Entstehung
von Gebarmutterhalskrebs aus. Bei einer erfindungsgemafen flachendeckenden,
direkten lokalen aufierlichen Infektion HPV-infizierter Zellen des Gebarmutterhalses
mit einem E1-deletierten Adenovirus werden jedoch gerade HPV-Onkogen expri-
mierende Zellen das Vakzinierungsgen aufgrund des oben beschriebenen Mecha-
nismus besonders stark exprimieren. Die verstarkte Replikation des adenoviralen
Genoms in HPV-Onkogen exprimierenden Zellen tragt damit auf zweierlei Weise
zum therapeutischen Effekt bei. Zum einen flihrt die Replikation zu einer Verstar-
kung der T-Zellantwort durch verstarkte Expression des Vakzinierungsgens und
damit der Bereitstellung von Zielantigen und zum zweiten fihrt die kontinuierliche
Replikation des adenoviralen Genoms zum Niedergang der HPV-Onkogen exprimie-
renden Zelle. Auf diese Weise werden gerade die Zellen, von denen die grofite Ge-
fahr fur die Entstehung dysplastischer Zellveranderungen ausgeht, selektiv zerstort.
Der Erfindung liegt daher die Erkenntnis zugrunde, dass weder eine systemische
Applikation noch eine lokale Injektion dazu geeignet ist, eine flichendeckende Infek-
tion HPV-infizierter Gewebe zu gewahrleisten. Im Gegenteil sollte sogar jede lokale
Blutung - wie sie durch eine Injektion geschieht - vermieden werden, um einen Kon-
takt der ,therapeutischen® Viren gemal der Erfindung mit neutralisierenden Antikor-
pern zu verhindern. Gemal der Erfindung erlaubt es daher nur eine auferliche An-
wendung die dysplastischen Lasionen einschliellich ihres Ursprungsgewebes im
Bereich der Transformationszone und des distalen Zylinderepithels vollstandig zu

infizieren.

In der spaten Infektionsphase HPV-infizierter Kérperzellen kommt es zu einer ver-
starkten Expression der beiden HPV-Onkogene E6 und E7. Die Expression dieser
beiden Onkogene fiihrt zu einer Beschleunigung des Zellzyklus bei gleichzeitiger
Hemmung zelluldrer Tumorsuppressorgene (insbesondere p53 und pRb). Die Ex-
pression dieser beiden HPV-Onkogene ist ursachlich fur die Entwicklung dysplasti-
scher Epitheldefekte der Zervix uteri und letztendlich fir die Entwicklung von Ge-
barmutterhalskrebs verantwortlich. Die Aufhebung der Expressionshemmung der
HPV-Onkogene stellt daher einen entscheidenden Pathomechanismus der Dyspla-

sieentstehung dar.

Entscheidend fiir die Pathogenese von Zervixdysplasien ist die Expression der bei-

den HPV-Onkogene E6 und E7. Diese Onkogene stimulieren den Zellzyklus der
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infizierten Zelle auf vielfaltige und unphysiologische Weise. Wird in dieser Situation
eine HPV-Onkogen exprimiernde Zelle allerdings mit einem E1-deletierten Adenovi-
rus infiziert, fihrt die beginnende Replikation des adenoviralen Genoms und die
Uberexpression der Transgene zu einer langsamen Uberladung der infizierten Zelle
mit adenoviralen- bzw. transgenen Expressionsprodukien und treibt die dysplasti-
sche Zelle selektiv in den Zelltod. Gleichzeitig induziert der Replikationsmechansi-
mus auch eine Steigerung der Expressionshdohe des Vakzinierungsgens und der

induzierten Immunantwort.

Da das im Rahmen dieser Erfindung verwendete Adenovirus ein Vakzinierungsgen
tragt, dessen Expression in der Lage ist eine spezifische Immunantwort gegen HPV-
Onkogene zu induzieren, filthrt die Infektion einer E6/E7 exprimierenden Zelle Gber
den oben beschriebenen Replikationsmechanismus zu einer zusatzlichen Verstar-
kung der Vakzinierunsgenexpression und damit zu einer weiteren Steigerung der

zelluldren Immunitat gegen HPV-Onkogen exprimierende Zellen.

Grundsatzlich ist aber die beschriebene funktionelle Synergie zwischen HPV- E6/E7
Onkogenen und E1-deletierten Adenoviren von der Natur des Transgens unabhan-
gig, so dass dieses Prinzip auch zur Uberexpression anderer therapeutischer

Transgene genutzt werden kdnnte.

Die Erfindung erdéffnet damit einen véllig neuartigen Therapieansatz zur Behandlung
von Zervixdysplasien. Ein lokaler auferlicher Auftrag des erfindungsgemalien Mit-
tels, enthaltend rekombinante E1-deletierte Adenoviren im Bereich der Portio und
Zervix uteri fuhrt zu einer erfolgreichen Behandlung von HPV-induzierten lokalen

Gewebeveranderungen.

Die Erfindung kommt also ohne einen chirurgischen Eingriff am Patienten aus, was
selbstredend ein gravierender Vorteil gegenliber vergleichbaren Methoden darstellt,

da es die korperliche Unversehrtheit des Patienten gewahrleistet.

Erfindungsgemal ist bevorzugt, dass rekombinante Adenoviren Verwendung finden,
die fir ein oder mehrere Vakzinierungsgene bzw. immunmodulatorische Gene ko-
dieren, deren Expression wiederum geeignet ist eine zellulare oder humorale Im-
munantwort gegen HPV-infizierte oder HPV-Onkogen exprimierende Zellen zu er-

zeugen bzw. die geeignet sind eine verstarkte Immunantwort gegen HPV-infizierte
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Zellen zu erzeugen. Bevorzugt sind Vakzinierungsgene, die eine Immunantwort ge-
gen die Human Papilloma Viren (HPV) 16, 18, 25, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56,
58, 59, 66, 68, 73 oder 82 hervorrufen. Dabei sind besonders bevorzugt solche
Vakzinierungsgene, die eine Immunantwort gegen die Human Papilloma Viren
HPV16 und HPV18 hervorrufen.

Mit der aktiven Replikation therapeutischer Adenoviren in HPV-Onkogen exprimie-
renden Zellen ist zum einen eine verstarkte Expression der codierenden Transgene
und damit eine verstarkte immunologische Wirkung verbunden und zum anderen
flihrt die aktive Replikation des therapeutischen Virus in HPV E6/E7 exprimierenden
Zellen zu einer verstarkten lokalen Freisetzung therapeutischer Viren in Bereiche,

an den sie aus therapeutischer Sicht am dringlichsten notwendig ist.

Der durch die Erfindung bereitgestellte vorteilhafte therapeutische Effekt bei einer
aulleren Anwendung im Bereich der Portio und der Cervix uteri aufgebrachter E1-
deletierter rekombinanter Adenoviren setzt sich aus mehreren Komponenten zu-

sammen:

Die Infektion einer Sdugerzelle mit einem E1-deletierten Adenovirus fihrt regelma-
Big zu einer spezifischen Aktivierung des zelluldren Immunsystems, die eine Inakti-
vierung oder Eliminierung der Adenovirus-infizierten Zelle nach sich zieht. Eine loka-
le Infektion des dysplastischen Epithels mit rekombinanten Adenoviren wird durch
diesen Mechanismus bereits zu einer teilweisen Eliminierung dysplastischer Zellen
flihren. Da die Epithelien im Bereich dysplastischer Lasionen regelmafig mit Hoch-
risiko Papillomaviren infiziert sind, ist mit einer Adenovirus-vermittelten Zerstérung
dieser Zellen auch eine verstarkte Freisetzung von HPV-Antigenen verbunden. Die
Zerstorung und Phagozytose HPV-infizierter Zellen flhrt regelmafig auch zu einer
verstarkten Prasentation papillomaviraler Antigene und damit zu einer verstarkten

Immunreaktion gegen HPV-infizierte Zellen.

Anders als eine HPV-infizierte Zelle fihrt die Infektion einer (nicht infizierten) Zelle
mit einem replikationsdefizienten Adenovirus also immer zuverlassig zu einer Reak-
tion des zelluldaren Immunsystems, in dessen Folge die infizierte Zelle inaktiviert
bzw. zerstort wird. Diese in der Regel unerwiinschte Reaktion macht die Nutzung
rekombinanter Adenoviren als Transportvehikel (Vektor) flr therapeutische Gene

zur dauerhaften Korrektur monogenetischer Erkrankungen nahezu unmaglich.
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Bei der erfindungsgemalien Behandlung von Zervixdysplasien jedoch ist die hohe
Antigenitat gerade erwiinscht, da sie die mangelnde Antigenitat HPV-infizierter Zel-
len kompensieren kann und eine Abwehrreaktion des Immunsystems erzwingt. Die
Erfindung macht sich dies zunutze, indem sie diesen Mechanismus im Rahmen ei-
ner lokalen direkten dulRerlichen Infektion der Zellen zur Entfaltung bringt. Eine der-
artige Verwendung rekombinanter Adenoviren zur Lokalbehandlung von dysplasti-

schen Veranderungen der Zervix uteri hat bislang nicht stattgefunden.

Da bei der Mehrzahl junger Erwachsener Antikbrper gegen Serotyp 5 Adenoviren
nachgewiesen werden kénnen, stellt die erfindungsgemalte lokale aufderliche Ade-
novirusinfektion im Bereich der Portio und Zervix uteri einen Applikationsweg dar,
der von den infektionshemmenden Einflissen neutralisierender Antikorper weitge-
hend unabhéangig ist, da durch die gute Zuganglichkeit der Epithelien sezernierte
Antikorper vor einer therapeutischen Infektion leichter entfernt werden kénnen. Nur
eine auferliche Anwendung der im Rahmen der Erfindung eingesetzten Adenoviren
erlaubt es die dysplastischen Lasionen einschlie3lich ihres Ursprungsgewebes im
Bereich der Transformationszone und des distalen Zylinderepithels umfassend zu

infizieren.

Die Erfindung beruht daher darauf, das HPV-infizierte Gewebe auferlich mit dem
erfindungsgemalien Mittel zu behandeln, was zu einer Infektion des HPV-infizierten
Gewebes mit rekombinanten E1-deletierten Adenoviren flihrt, die sich in HPV EG/E7
exprimierenden Zellen (wie dem infizierten Gewebe) replizieren kénnen. Diese je-
doch kénnen sich nur und ausschlief3lich in diesem infizierten Gewebe vermehren,
da derartige Zellen mangelnde Antigenitat aufweisen und somit eine gezielte Im-

munantwort hervorrufen.

In einer besonderen Ausflihrungsform der Erfindung ist vorgesehen im Rahmen
einer lokalen Therapie von Zervixdysplasien rekombinante E1-deletierte Adenoviren
einzusetzen, die mindestens ein oder zwei Vakzinierungsgene tragen. Diese Vakzi-
nierunsgene reprasentieren wichtige Papillomavirus-Antigenepitope. Nach Infektion
einer Zelle mit einem rekombinanten Adenovirus werden diese Gene stark expri-
miert und es entstehen in kurzer Zeit ein Papillomavirus-Antigenpool, der die im
Rahmen einer HPV-Wildtypinfektion entstehende Antigenmenge (berschreiten
kann. Auf diese Weise erzwingt die Expression dieser Gene im Kontext einer Ade-

novirusinfektion eine spezifische zelluldare Immunantwort sowohl gegen Papillomavi-
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rusonkogene und Papillomavirus-Hiillproteine. Die Wirksamkeit dieser Malinahme

konnte an HPV-Onkogen exprimierenden Maustumormodellen gezeigt werden.

Zur Anwendung gelangen hier Vakzinierungsgene, insbesondere das Vakzinie-
rungsgen ,p14“, deren prinzipielle Herstellung in der WO 2009/106362 A1 (dort Bei-
spiel 1: ,Klonierung eines rekombinanten therapeutischen Vakzinierungsgens ohne
Transformations-assoziierte Peptidmotive®) sowie in Hoffmann et al. (J. Immunother
2010; 33: 136-145) beschrieben ist. Hierauf, sowie auf den gesamten Offenba-
rungsgehalt der WO 2009/106362 A1 und Hoffmann et al. (J. Immunother 2010; 33:
136-145) wird Bezug genommen und als Referenz in die vorliegende Anmeldung

inkorporiert.

Das dort beschriebene rekombinante Vakzinierungsgen (p14) zeichnet sich dadurch
aus, dass alle potentiell pathogenen und transformierenden Sequenzabschnitte eli-
miniert wurden. Auch hat eine Analyse der im rekombinanten Vakzinierungsgen p14
noch codierten T-Zellepitope (bezogen auf die 4 in der kaukasischen Bevdlkerung
haufigsten MHC-I Molekile) gezeigt, dass trotz der Eliminierung aller potentiell pa-
thogenen und transformierenden Sequenzabschnitte, nahezu 70% der hochaffinen
T-Zellepitope vom Vakzinierunsgen noch codiert werden. Ferner konnte in Hinblick
auf das rekombinate Vakzinierungsgen (p14) mittels Transformationsassays zum
Ausschluss einer noch im Vakzinierunsgen verbliebenden transformierenden Rest-
aktivitat gezeigt werden, dass die stabile Expression des Vakzinierungsgens p14
(pPCMV-p14) in NIH-3T3 Zellen im Unterschied zu den Wildtyponkogenen keinerlei

transformierende Restaktivitat mehr zeigt.

Zum Nachweis der Fahigkeit des Vakzinierunsgens nach Expression in Saugern
eine spezifische gegen HPV-Onkogene gerichtete Immunantwort aufzubauen, wur-
de Mausen (C57BL6) durch subkutane Injektion 1x10® C3-Tumorzellen transplan-
tiert. C3-Tumorzellen exprimieren die HPV-Onkogene E6 und E7. 7 Tage nach Tu-
mortransplantation wurde den Mausen einmalig eine Dosis von 1 x 10" infektidse
Partikel (i.p) in 200 I Injektionspuffer intramuskular verabreicht. In allen 10 in dieser
Weise behandelten Mausen kam es zu einer vollstandigen und dauerhaften Abhei-
lung der Tumore, wahrend die Tumore in der Kontrollgruppe (nach Applikation eines
Kontrollvirus (Ad-lacZ) in 9 von 10 Fallen weiter auswuchsen (vgl. WO 2009/106362
A1 und Hoffmann et al., J. Immunother 2010; 33: 136-145). Es konnte also gezeigt

werden, dass die Expression des rekombinanten Vakzinierungsgens nach einmali-
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gem adenoviralem Gentransfer (intramuskuldre Applikation 7 Tage nach Tumor-
transplantation) in Sdugern (C57BL6-Mause) eine T-Zellantwort ausldst, die aus-
reicht bereits angewachsene C3-Tumoren vollstdndig und dauerhaft zu zerstdren. In
allen 10 tumortragenden Versuchstieren fiuhrte die einmalige Vakzinierung mit Ad-
p14 zur dauerhaften Zerstérung der Tumore, wahrend in 9 von 10 Versuchtieren in
der Kontrollgruppe (Applikation von Ad-lacZ) die Tumoren nach Virusapplikation

ungehindert weiterwuchsen.

Dieses Vakzinierungsgen hat sich in Bezug auf die vorliegende Erfindung Uberra-

schend als besonders wirkungsvoll erwiesen.

Die vorliegende Erfindung macht sich daher diese Erkenntnis zunutze, dass E1-
deletierte Adenoviren sich in HPV E6/E7 exprimierenden Zellen replizieren kénnen
und somit gezielt die Zerstérung HPV-infizierter Epithelien unterstiitzen. Denn auf
diese Weise kommt es zur einer verstarkten und gezielten Zerstérung von HPV-
infizierten Zellen, die ein erhohtes Risiko fir eine Dysplasieentwicklung tragen und
gleichzeitig ist mit der Replikation eine verstarkie Expression der Vakzinierungsgene

und damit eine verstarkte Immunantwort verbunden.

Das bevorzugt zur Anwendung kommende Vakzinierungegen ist ein solches, wel-
ches durch Fusion von Bruchstiicken der HPV-Onkogene E6 und E7 der high risk
HPV 16 und HPV 18 hergestellt wurde (Kurzname: ,p14“). Insofern ist auch die kor-
respondierende DNA-Sequenz (1248 bp, SEQ ID No. 1) des Vakzinierungsgens p14
Gegenstand der Erfindung. Dieses Vakzinierungsgen p14 kodiert fiir ein Protein mit

der Aminosauresequenz gem. SEQ ID No. 2 (415 Aminosauren).

Erfindungsgemal ist weiterhin bevorzugt, dass der E1-deletierte Adenovirus ein
oder mehrere immunmodulatorische Gene umfasst, die geeignet sind eine verstark-
te Immunantwort gegen HPV-infizierte Zellen zu erzeugen. Hierbei sind Interleukine
zur Immunmodulation bevorzugt, wobei die Erfindung nicht beschrankt ist auf Inter-
leukine, sondern alle Ublichen gleichwirkenden Immunmodulatoren ebenfalls um-
fasst. Besonders bevorzugt sind inflammatorische Interleukine, wie beispielsweise
IL1, IL-2 oder IL-12.

Der Vorteil der Erfindung liegt darin, dass die lokale Zerstérung HPV-infizierter Zel-

len durch die Lokalbehandlung mit rekombinanten Adenoviren zu einer verstarkten
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Freisetzung papillomaviraler Antigene fuhrt und somit die Abwehrreaktion gegen

virale Antigene gefordert wird.

Die optimale Entfaltung und das optimale Zusammenspiel der beschriebenen Me-
chanismen zur Behandlung von Zervixdysplasien setzt die Anwendung eines Ver-
fahrens voraus, dass den Einfluss blutstandiger neutralisierender Antikérper gegen
Adenoviren minimiert. Dies ist nur durch den lokalen auf3erlichen Auftrag rekombi-
nanter E1-deletierter Adenoviren im Bereich der Portio und Zervix uteri moglich, da
hier aufgrund der guten Zuganglichkeit eine der lokalen Infektion vorausgehende
Konditionierung des lokalen Epithels moglich ist und auf diese Weise sekretierte

Antikorper entfernt und optimale lokale Infektionsraten gewahrleistet sind.

Gegenstand der Erfindung ist auch eine pharmazeutische Zusammensetzung bzw.
ein Arzneimittel zur Anwendung am Menschen zur lokalen Behandlung von Zervix-
dysplasien, umfassend einen rekombinanten, genetisch modifizierten in nicht HPV-

infizierten Zellen replikationsdefekten Adenovirus.

Die Erfindung stellt mithin ein therapeutisch wirksames Mittel, insbesondere eine
pharmazeutisch wirksame Zusammensetzung zur Verfigung, die als Arzneimittel
zur lokalen auferen Anwendung von HPV-induzierten lokalen Gewebeveranderun-
gen, insbesondere zur lokalen auf3erlichen Anwendung im Bereich der Portio und
Zervix uteri, geeignet ist, umfassend rekombinante replikationsdefekte E1-deletierte
Adenoviren. In bevorzugter Ausfiihrungsform umfassen diese auch ein oder mehre-
re Papillomavirus-Antigenepitope reprasentierende Vakzinierungsgene, deren Ex-
pression geeignet ist eine zelluldare oder humorale Immunantwort gegen HPV-
infizierte oder HPV-Onkogen exprimierende Zellen zu erzeugen. Eine dementspre-
chende pharmazeutische Zusammensetzung umfassend das erfindungsgemafie
Mittel weist die notwendigen galenischen Zusatzstoffe auf, die zur Herrichtung und
Verabreichung des Arzneimittels zur duf3erlichen lokalen Anwendung im Bereich der

Portio und Zervix uteri geeignet sind.

Das erfindungsgemale Mittel kann alleine oder kombiniert mit mindestens einer
weiteren pharmazeutisch wirksamen Substanz, beispielsweise einer weiteren phar-
mazeutisch wirksamen Nukleinsdure, beispielsweise ein inflammatorisches Interleu-
kin und/oder auch ein costimulatorisches Molekdl, verabreicht werden. Beispiele fiir

costimulatorische MolekUle sind in und in US 2006/0171949 beschrieben, auf deren
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Offenbarung hiermit ausdriicklich Bezug genommen wird. In einer besonders bevor-
zugten Ausfuhrungsform ist das Molekil ein Aktivator des GITR-Signalwegs, insbe-
sondere ein an den GITR-Rezeptor bindender agonistischer Antikdrper oder eine
I6sliche Form des GITR-Liganden (GITR-L). Beispiele fur entsprechende GITR-
Bindemolekiile sind in US 2007/0098719 beschrieben, auf deren Offenbarung hier-
mit ausdricklich Bezug genommen wird. Weiterhin kann die erfindungsgemalie
Vakzine auch zusammen mit Adjuvantien, wie etwa Bakterientoxinen, z.B. Cholera-
toxin oder hitzestabiles E. coli Enterotoxin, chemischen Adjuvantien oder mit Cyto-

kinen, z.B. mit GM-CSF, verabreicht werden.

Zum Verstandnis und zum Anwendungsbereich der Erfindung ist die Anatomie der
weiblichen Gebarmutter (Uterus) notwendig: Die Gebarmutter besteht aus zwei Ab-
schnitten: dem Gebarmutterkdrper (Corpus uteri) mit der Gebarmutterhéhle (Cavum
uteri) und dem Gebarmutterhals (Cervix uteri) mit dem Gebarmuttermund (Portio
vaginalis, meist nur als Portio bezeichnet). Der Gebarmutterhals nimmt etwa das
untere Drittel der Gebarmutter ein, bei der es sich anatomisch gesehen um ein
dickwandiges, muskuléses Hohlorgan handelt, und ragt als Gebarmuttermund (Por-
tio vaginalis) in den oberen Teil der Scheide hinein. Der Gebarmutterhals besteht
aus Bindegewebe und Muskulatur und weist in Langsrichtung einen Hohlgang auf,
den Gebarmutterhalskanal (Cervikalkanal). Dieser ist von einer Schleimhaut ausge-
kleidet, deren Drisen einen zdhen Schleim bilden. Der Schleim hat die Aufgabe, die
Gebarmutterhohle nach auf’en zu verschlieRen und somit vor Keimen aus der
Scheide zu schitzen. Die Schleimhaut, die den Gebarmutterhals im Bereich des
Muttermundes auskleidet, ist flacher als die Schleimhaut im Innern der Gebarmutter.
Sie ahnelt dort normaler Schleimhaut, wie sie z.B. in der Mundhdhle vorkommt
(Plattenepithel).

Die vorliegende Erfindung dient — wie bereits mehrfach ausgefihrt - zur lokalen du-
Rerlichen Anwendung im Bereich der Portio und Zervix uteri, also zur Behandlung
der dortigen Schleimhaut. Insofern ist eine klassische Impfung ausgeschlossen und
mithin sind Suspensionen, Gele, Salben, Lotionen oder andere im wesentliche liqui-
de Applikationsformen wie Losungen aller Art in unterschiedlichsten Viskositatsgra-
den bevorzugt. Im wesentlichen sind aber alle Applikationsformen und galenischen
Zusammensetzungen bevorzugt, die zum Auftragen auf die Schleimhaut geeignet

sind.
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Die folgende Beschreibung betrifft die Art und Weise, auf die die erfindungsgema-
Ren Viren mit Uberwiegend Ublichen pharmazeutisch unbedenklichen Tragern kom-
biniert werden, wodurch man zu Dosierungsformen gelangt, die sich fiir die unter-
schiedlichen Verabreichungswege, die fur einen gegebenen Patienten verwendet
werden, und die Erkrankung, krankhafte Storung oder das Leiden, fur die bzw. das
ein gegebener Patient behandelt wird, eignen. Eine derartige erfindungsgemafie
pharmazeutische Zusammensetzung umfasst eine oder mehrere der oben be-
schriebenen Viren, zusammen mit einem pharmazeutisch unbedenklichen Trager
entsprechend den Eigenschaften und dem erwarteten Verhalten solcher dem Fach-

mann gut bekannten Trager.

Im Rahmen der Erfindung ist daher auch die Verwendung eines Medikaments zur
aulerlichen Auftragung auf die Schleimhaut im Bereich der Portio und Zervix uteri
beansprucht. Das Medikament ist dazu geeignet, in die obersten Epithelschichten
einzudringen. Insofern ist die Verwendung von rekombinaten, genetisch modifizier-
ten in nicht HPV-infizierten Zellen replikationsdefekten E1-deltierten Adenoviren zur
Herstellung eines Medikaments zur lokalen auf3erlichen Anwendung im Bereich der
Portio und Zervix uteri bei menschlichen Patienten bevorzugt, wobei das Medika-
ment zur Verabreichung in einer Zieldosis von im Bereich von 1 x 10 bis 1 x10"
infektidsen Partikeln (Abklrzung: i.p.) Uber einen Zeitraum von wenigstens 3 Tagen,

namlich am Tag 0, am Tag 3 und am Tag 30 hergerichtet ist.

Besonders bevorzugt ist die Verwendung einer Zieldosis von 1 x 10" infektidsen
Partikeln (i.p.) bevorzugt ist. Es kdnnen aber auch aufgrund individueller Faktoren
Dosisanpassungen denkbar sein, die die angegebene Zieldosis um bis zu zwei

GréRenordungen unter- oder {iberschreiten (1 x 10 — 1 x10" infektidse Partikel).

Die Menge an Viren, die mit den Tragermaterialien kombiniert werden kann, um so
eine einzelne Dosierungsform zu bilden, hdngt von dem behandelten Patienten und
dem jeweiligen Verabreichungsweg ab. Es ist jedoch klar, dass ein bestimmtes Do-
sierungs- und Behandlungsschema fiir einen bestimmten Patienten von verschie-
densten Faktoren, darunter der Wirksamkeit der jeweils verwendeten Verbindung,
dem Alter, Kdrpergewicht, allgemeinem Gesundheitszustand, Geschlecht, der Er-
nahrung, dem Verabreichungszeitpunkt, der Ausscheidungsgeschwindigkeit, der
Arzneistoffkombination und dem Ermessen des behandelnden Arztes sowie der

Schwere der jeweils behandelten Krankheit abhangt. Die Wirkstoffmenge kann auch
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von dem Therapeutikum oder Prophylaktikum, das gegebenenfalls mit dem Wirk-

stoff gemeinsam verabreicht wird, abhangen.

Der Begriff "Trager" umfasst im vorliegenden Zusammenhang unbedenkliche
Streckmittel, Exzipienten, Hilfsstoffe, Konstituenten, Losungsvermittler, viskositats-
modifizierende Mittel, Konservierungsmittel und andere Mittel, die dem Fachmann
gut bekannt sind, um der endgliltigen pharmazeutischen Zusammensetzung glinsti-

ge Eigenschaften zu verleihen.

Insbesondere umfasst die bei den erfindungsgemalfen pharmazeutischen Zusam-
mensetzungen verwendeten Trager unterschiedliche Klassen und Arten von Zu-
satzstoffen, die unabhangig aus den im Wesentlichen in den folgenden Absatzen

genannten Gruppen ausgewahlt werden.

Antimikrobielle Mittel, darunter Mittel gegen Bakterien, Pilze und Protozoen, werden
zugegeben, wenn die pharmazeutische Zusammensetzung topisch auf Hautflachen
aufgetragen wird, die wahrscheinlich einer schadigenden Umgebung ausgesetzt
waren, oder Abschiirfungen oder Schnitte erlitten haben, die die Haut fiir eine Infek-
tion durch Bakterien, Pilzen oder Protozoen anfallig macht. Antimikrobielle Konser-
vierungsstoffe werden den erfindungsgemalfien pharmazeutischen Zusammenset-
zungen zugegeben, um diese gegen das Wachstum von mdaglicherweise schadli-
chen Mikroorganismen zu schitzen, die Ublicherweise in die wassrige Phase ein-
wandern, in manchen Fillen jedoch auch in der Olphase einer Zusammensetzung
wachsen konnen. Es sind daher Konservierungsstoffe erwiinscht, die sowohl in

wassrigen Medien als auch in Lipiden I8slich sind.

Fir die topische Anwendung kdnnen die pharmazeutischen Zusammensetzungen
als geeignete Salbe formuliert werden, die den wirksamen Bestandteil in einem oder
mehreren Tragern suspendiert oder geldst enthalt. Die pharmazeutischen Zusam-
mensetzungen kénnen jedoch auch als geeignete Lotion oder Creme, die die wirk-
samen Bestandteile in einem oder mehreren pharmazeutisch unbedenklichen Tra-

gern suspendiert oder geldst enthalten, formuliert werden.

Dermatologische Wirkstoffe werden den erfindungsgemaflen pharmazeutischen
Zusammensetzungen dort zugegeben, wo diese topisch anzuwenden sind. Disper-

gier- und Suspendiermittel werden als Hilfsstoffe bei der Herstellung stabiler Formu-



WO 2011/127924 PCT/DE2011/075075

10

15

20

25

30

17

lierungen eingesetzt. Emollientia sind vorzugsweise nichtolige, wasserlosliche Stof-
fe, die die Haut erweichen und beruhigen, insbesondere Haut, die durch ibermafi-
gen Wasserverlust trocken geworden ist. Solche Stoffe werden bei erfindungsge-
malen pharmazeutischen Zusammensetzungen verwendet, die zur topischen An-
wendung bestimmt sind. Emulgatoren, darunter emulgierende und verdickende Mit-
tel und Emulsionshilfsstoffe, werden zur Herstellung von Ol-in-Wasser-Emulsionen
verwendet, wenn diese die Grundlage der erfindungsgemafien pharmazeutischen
Zusammensetzungen bilden. Soll die erfindungsgemalie pharmazeutische Zusam-
mensetzung topisch angewendet werden, so kdnnen Penetrationsforderer verwen-
det werden. Verdickungsmittel werden typischerweise bei Formulierungen zur topi-
schen Anwendung verwendet, um diesen die gewiinschte Viskositat bzw. die ge-
wiinschten Handhabungseigenschaften zu verleihen. Zucker werden haufig ver-
wendet, um den erfindungsgemalien pharmazeutischen Zusammensetzungen ver-
schiedene erwiinschte Eigenschaften zu verleihen und um die erzielten Ergebnisse

ZU verbessern.

Die Herstellung der erfindungsgeméafien pharmazeutischen Zusammensetzungen
erfolgt auf aulderst einfache Art, wie dies dem Durchschnittsfachmann gut bekannt
ist. Handelt es sich bei den erfindungsgemalien pharmazeutischen Zusammenset-
zungen um einfache wassrige Loésungen bzw. Lésungen in anderen Losungsmitteln,
so werden die verschiedenen Bestandteile der Gesamtzusammensetzung in einer
beliebigen praktischen Reihenfolge zusammengegeben, die hauptsachlich von
Grunden der Bequemlichkeit bestimmt wird. Diejenigen Bestandteile, die eine gerin-
gere Loslichkeit in Wasser, jedoch eine ausreichende Ldslichkeit in dem gleichen
Hilfslésungsmittel mit Wasser aufweisen, lassen sich alle in diesem Hilfsldsungsmit-
tel auflésen, wonach der Wasseranteil des Tragers mit der Hilfsldsung versetzt wird,
wodurch sich die darin geldsten Stoffe im Wasser 16sen. Zur Unterstitzung dieses

Dispergiervorgangs bzw. Losungsvorgangs kann ein Tensid eingesetzt werden.

In einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform der Erfindung liegt das Mittel daher
in Form einer Losung, Emulsion, Suspension, Salbe, eines Balsams, Ols, Gels,
Schaums, in flissiger Form, als thermoreversibles Gel (flissig anzuwenden), in
Form eines wirkstoffhaltigen Tampons und/oder in Form einer Creme vor. Es war
vOllig Uberraschend, dass die Vorteile des erfindungsgemalien Mittels noch einmal

verbessert werden koénnen, indem es in die genannten galenischen Formen einge-
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bracht wird. Dem Fachmann sind weitere Formulierungskonzepte fir das Einbringen
der erfindungsgemafen Mittel in Tragersubstanzen bekannt wie z. B. Emulsionen,
oder andere Produkte zur dermalen Applikation wie z. B. flissige Formen, die be-
vorzugt wasserfrei oder wasserhaltig sein kénnen, wobei die wasserhaltigen erfin-
dungsgemald in Einphasensysteme und in Mehrphasensysteme unterschieden wer-
den kdnnen. Weiterhin kdnnen halbfeste Formen, die wasserfrei oder wasserhaltig
sind, eingesetzt werden, wobei wiederum eine Einteilung in Einphasensysteme und
Mehrphasensysteme bei den wasserhaltigen halbfesten Formen moglich ist. Wei-
terhin kdnnen bevorzugt feste Formen eingesetzt werden, die lipophil oder hydrophil
sind. Beispiele flr solche Formen sind neben den genannten z. B. Fettsalben,
Schaume, Gelcremen, Hydrodispersionsgele, diinnflissige Emulsionen, Lotionen,

Salben, Sprays und Cremes.

Das erfindungsgemalfte Mittel bzw. die pharmazeutische Zusammensetzung, resp.
Das daraus resultierende Arzneimittel, weist ein Galenik auf, die das Auftragen auf

Schleimhaute ermdglicht.

Dem Fachmann bekannt sind dabei unterschiedliche Zusammensetzungen im Hin-
blick auf die Viskositat in niedrigviskose und in hochviskose. Nanoemulsionen oder
Ole bzw. Oleogele weisen eher eine niedrige Viskositat auf, wohingegen Hydrogele
oder Hydrocremen bzw. O/MW-Emulsionen oder W/O-Emulsionen eine hohe Viskosi-
tat aufweisen. Wenn flissige Applikationsformen zum Einsatz kommen, kdnnen
diese — wie oben ausgefihrt — in wasserfreie und wasserhaltige Systeme unterteilt
werden. Bei den wasserfreien Systemen sind insbesondere apolare Systeme, pola-
re Systeme ohne Emulgatoren und polare Systeme mit Emulgatoren bevorzugt. Bei
den wasserhaltigen Systeme sind einphasige Systeme wie Losungen und Mikro-
emulsionen bevorzugt, bei den mehrphasigen Systemen sind multiple Emulsionen,
W/O-Emulsionen oder O/W-Emulsionen bevorzugt. Bei den Fest/Fllissig-Systemen
sind bevorzugte Formen die Suspensionen oder die Flissig/Fest/Flissig-Systeme
wie Suspensions-/Emulsionssysteme. Dem Fachmann sind verschiedene Mdoglich-
keiten bekannt, derartige pharmazeutische Trager bereitzustellen. Bei den O/W-
Emulsionen sind bevorzugte galenische Leitsubstanzen O/W-Emulgatoren, W/O-
Emulgatoren, flissige hydrophile Bestandteile und fliissige lipophile Bestandteile.

Bei den W/O-Emulsionen sind bevorzugte galenische Leitsubstanzen W/O-
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Emulgatoren, O/W-Emulgatoren, flissige und halbfeste lipophile Bestandteile, Gel-

bildner, flissige hydrophile Bestandteile und/oder Salze.

Besonders vorteilhaft kdnnen auch Nanotransportsysteme mit dendritischer Archi-
tektur verwendet werden, wie sie in der DE 10 2004 039 875 offenbart sind. Diese
ist in den Offenbarungsgehalt der vorliegenden anmeldungsgemafen Lehre mit
aufgenommen. Aus dem Stand der Technik sind verschiedene Transportsysteme
bekannt wie beispielsweise Liposomen, Polymermizellen, Poly-merkonjugte oder
einfache dendritische Kern-Schale-Architekturen. Polymermizellen sind physikali-
sche Aggregate ambiphiler Makromolekille, die sich in Wasser spontan durch
Selbstorganisation bilden kédnnen. Meistens ist der innere Block unpolar oder ionisch
und der duldere Block, der den Kern durch sterische Stabilisierung schitzt, polar.
Sie werden haufig zur Solubilisierung unpolarer Wirkstoffe oder Wirkstoffkombinati-
onen mit begrenzter Loslichkeit in Wasser bzw. zum Transport von Oligonukleotiden
verwendet. Derartige dermale Transportsysteme kdnnen vorteilhafterweise einge-
setzt werden, um eine schnelle Passage des erfindungsgemafien Mittels in Tumo-

ren zu ermoglichen.

Nanotransportsysteme mit einfacher dendritischer Kern-Schale Architektur ermdgli-
chen ebenfalls gezielte Wirkstofftransporte. Im Unterschied zu physikalischen Ag-
gregaten ambiphiler Molekiile kénnen durch die kovalente Modifizierung dendriti-
scher Makromolekiile mit entsprechender Schale stabile mizellartige Strukturen er-
halten werden, welche fir die Verkapselung von Arzneistoffen geeignet sind. Be-
sonders vorteilhaft kdnnen Nanotransportsysteme eingesetzt werden, welche min-
destens aus einem dendritischen Kern und mindestens zwei Schalen bestehen.
Vorzugsweise weisen die Schalen unterschiedliche Polaritaten auf, somit wird ein
Polaritatsgradient erreicht, um welchen sowohl unpolare als auch polare Wirkstoffe
oder Kombinationen von Wirkstoffen eingeschlossen werden kdnnen. Die vorteilhaf-
ten Nanotransportsysteme weisen daher vorteilhafterweise eine mehrschalige uni-
molekulare Struktur auf. Durch die Kombination der verschiedenen Schalen ist es
sehr gut moglich, immer wieder neue auf den Wirkstoff und dessen Verwendung
abgestimmte Nanotransportsysteme zu kreieren. Fiir ein derartiges Nanotransport-
system kdonnen sowohl Dendrimere als auch hyperverzweigte Polymere eingesetzt
werden. Vorteilhaft ist somit auch der Einsatz von hyperverzweigten Polymeren,

wodurch vorteilhafterweise der Syntheseaufwand und auch die Kosten herabgesetzt
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werden konnen. In einer bevorzugten Ausfihrungsform besteht der o. g. dendriti-
sche Kern aus Polyglycerin, Polyamid, Polyamin, Polyether oder Polyester. Diese
Verbindungen kdnnen innerhalb der dendritischen Architektur auch weiter modifi-
ziert werden. Der dendritische Kern kann somit gemaf} seiner Modifikation polari-
siert sein. Es war vdllig liberraschend, dass derartige Mittel besonders gut bei der
Applikation durch die Haut eingesetzt werden kbénnen. Sie sind ca. viermal so gut

geeignet, Partikel in die Haut zu applizieren, wie anderen Lipid-Nanopartikel.

Weiterer Gegenstand der Erfindung sind auch erfindungsgemafe Applikatoren, die
unter Vermeidung einer Blutung zur Verabreichung des erfindungsgemafien Mittels
bzw. der pharmazeutische Zusammensetzung bzw. des Arzneimittels bevorzugt
sind. Hierbei ist besonders bevorzugt ein Applikator, umfassend eine Injektionsein-
richtung, die unter Vermeidung einer lokalen Blutung dazu geeignet ist, in die obers-
ten Epithelschichten einzudringen. Um den lokalen Viruseintrag in das Epithel der
Portio zu verbesseren, sind daher solche Applikatoren bevorzugt, die eine modifi-
zierte Oberflachenstruktur aufweisen, beispielsweise winzig kleine Spitzen tragen,
die jedoch so kurz sind, dass sie nur kleine Loécher in das Epitehel stanzen, ohne

eine Blutung zu verursachen.

Die Erfindung wird nun anhand von Beispielen und Figuren naher beschrieben, oh-

ne aber auf diese beschrankt zu sein; es zeigt:

Die Erfindung wird nun anhand von Beispielen und Figuren naher beschrieben, oh-

ne aber auf diese beschrankt zu sein; es zeigt:

Fig. 1 Schematisch die im Onkoprotein HPV18-E6 vorhan-
denen Proteinbindungsdoméanen (Funktionsdoma-

nen) und deren Lokalisierung;

Fig. 2 Nukleinsauresequenz des Vakzinierungsgens p14;
Fig. 3 Aminosauresequenz des Vakzinierungsgens p14;
Fig. 4 die Prazipitation von LxCxE-tragenden GSTp14-

Fusionskonstrukten nach Inkubation mit Kernextrak-

ten;
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Fig. 5 Abbildung zum Nachweis des funktionellen Syner-
gismus von HPV-Onkogen exprimierenden Zellen
und E1-deletierten Adenoviren durch Messung der
Reportergenexpression in HPV-Onkogen positiven
und HPV-Onkogen negativen Zellen nach adenovira-
lem Gentransfer eines Reportergens (Messung der
Starke der relativen gfp-Expression pro Zelle nach In-
fektion mit Ad-gfp);

Fig. 6 Abbildung zum Nachweis des funktionellen Syner-
gismus von HPV-Onkogen exprimierenden Zellen
und E1-deletierten Adenoviren durch Messung der
adenoviralen Genomkopien in HPV-Onkogen positi-
ven und HPV-Onkogen negativen Zellen nach ade-
noviralem Gentransfer eines Reportergens (Messung
der Kopien adenoviraler DNA / [3-Aktin).

Fig. 7, 7a Direkter Nachweis der Infizierbarkeit humaner Ge-
barmutterhalskanalepithelien mit einem Reportergen-

tragenden Adenovirus (Ad-lacZ).
Ausfihrungsbeispiele

1. Vakzinierungsgen

Das Vakzinierungsgen entspricht demjenigen, welches bereits in der WO
2009/106362 (dort Beispiel 1: ,Klonierung eines rekombinanten therapeutischen
Vakzinierungsgens ohne Transformations-assoziierte Peptidmotive®) sowie in Hoff-
mann et al. (J. Immunother 2010; 33: 136-145) beschrieben ist. Hierauf, sowie auf
den gesamten Offenbarungsgehalt der WO 2009/106362 und Hoffmann et al. (J.
Immunother 2010; 33: 136-145) wird Bezug genommen und als Referenz in die vor-

liegende Anmeldung inkorporiert.

Das Vakzinierungsgen (p14) wurde durch Fusion von 14 Bruchstiicken der beiden
HPV-Onkogene E6 und E7 der high risk HPV 16 und HPV 18 kloniert und ist in der
Lage eine zellulare Immunitat gegen Onkogene der Serotypen HPV16 und HPV18,

sowie sequenzverwandter weiterer HPV Serotypen zu induzieren. Es besitzt keine



WO 2011/127924 PCT/DE2011/075075

10

15

20

22

transformierenden Eigenschaften mehr. Das Vakzinierungsgen wurde in einen E1-
deletierten Adenovirus einkloniert und sein therapeutisches Potential in Mausen
untersucht. Die einmalige intramuskulare Applikation von Ad-p14 in Mausen
(C57BL6) in einer Dosis von 1x10e10 i.p. induziert eine Immunantwort, die nicht nur
das Anwachsen von HPV-Onkogen- exprimierenden Tumorzellen zuverlassig ver-
hindert, sondern auch bereits etablierte Tumore zur sicheren und dauerhaften Ab-

heilung bringt.
Im Einzelnen:

T1a. Identifizierung von Transformations-assoziierten Peptidmotiven in HPV-

Onkoproteinen

Ein von einem Onkogen kodiertes Protein vermittelt seine onkogene Wirkung oft-
mals, indem es an kdérpereigene zellulare Proteine bindet und diese in ihrer physio-

logischen Wirkung beeinflusst bzw. sie einer schnellen Degradation zufiihrt.

Meist handelt es sich bei den betroffenen zellularen Proteinen um Molekiile, die eine
wichtige Rolle bei der Steuerung des Zellzyklus spielen. Die Wechselwirkung zwi-
schen Onkogen und Zellzyklusprotein findet (ber kurze, manchmal nur wenige Ami-
nosauren umfassende Peptidmotive statt. Tabelle 1 zeigt die wichtigsten Proteinbin-
dungsmotive von HPV16 E6- und E7-Onkogenen, die durch Deletionsstudien identi-

fiziert worden sind.
Tabelle 1:

Sequenzmotive aus HPV16-E6 und -E7, die an der Vermittlung transformierender

Eigenschaften beteiligt sind (,AS" steht fir Aminosaure).

ProteinmotivAS- Funktion Literatur
Position
in E6
HPV16
-MFQ- 8-10 Degradation von p53 Klingelhutz AJ et al., Nature.

1996,380 (6569): 79-82

Huibregtse JM et al., Mol Cell
Biol. 1993;13 (8): 4918-4927



WO 2011/127924

23

PCT/DE2011/075075

-CxxC- 37-40 Ausbildung zweier Kanda T et al., Virology.
Zinkfingerformationen 1991;182 (2): 723-731
Sherman L et al., J Virol.
1996; 70 (5): 3269-3279
70-73
110-113
43-146
-CPEE- 118-121 Telomeraseaktivierung Klingelhutz AJ et al., Nature.

-RRETQL(V) 153-158

Bindung von PDZ-Doméanen
enthaltenden Proteinen

1996,380 (6569): 79-82

Kiyono T et al., Proc Natl
Acad Sci USA 1997; 94 (21):
11612-11616

Brehm A et al., Nature 1998;
391 (6667): 597-601

AS-
Position
In E7
HPV16
-LxCxE- 22-26 vermittelt Rb-Bindung und el Deiry WS et al., Cell 1993;
aktiviert Histondeacetylase, 75 (4): 817-825
férdert die Zellproliferation
-CxxC 58-61 Ausbildung einer
Zinkfingerformation
91-94
-EDLL- 80-83 Verandert die Funktion von Polyak K et al.,Cell 1994; 78

Zellzyklusproteinen (p21waf-
1, p27Kip1, S4, M2-PK) und
stimuliert die aerobe
Glycolyse

(1): 59-66

Zwerschke W et al., Proc
Natl Acad Sci U S A 1999; 96
(4): 1291-1296

Shimizu J et al., Nat
Immunol. 2002; 3 (2): 135-
142

Fig. 1 zeigt schematisch die im Onkoprotein HPV18-E6 vorhandenen Proteinbin-

dungsdomanen und deren Lokalisierung.

In den in der Vergangenheit hergestellten therapeutischen HPV-Vakzinen sind diese
Proteinbindungsmotive nahezu komplett erhalten. Selbst das von Ohlschlager und
5 Kollegen (Ohlschlager P et al., Vaccine. 2006; 24 (15): 2880-2893) vorgestellte
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Konzept der Neuordnung von Bruchstlicken verandert zwar die Position des Bin-
dungsmotives im Vakzinierungsgen im Vergleich zum Wildtyponkogen, es zerstort
aber nicht die Integritét des Bindungsmotives. Bindungsstudien mit synthetischen
Peptiden wie LxCxE (AS 22-26 in HPV16-E7) oder das PDZ-Domanen bindende
RRETQL am C-Terminus von E6 (AS 1563-158 in HPV16-E6) dokumentieren die
hohe Affinitdt dieser Peptidmotive zu  Zellzyklusproteinen wie dem
Rb/Histonedeacetylasekomplex oder verschiedenen PDZ-Domanen-enthaltenden
Tumorsuppressorproteine wie MAGI-1 oder SAP97/dlg (P.L. Triozzi et al., J Immu-
nother 28 (2005), pp. 382-38826; B. Klencke et al., Clin Cancer Res 8 (2002), pp.
1028-1037; J. Tartaglia et al., Virology 188 (1992), pp. 217-232).

1b. Klonierung des Vakzinierungsgens

Zur Konstruktion des therapeutischen Vakzinierungsgens (p14) wurden 14 DNA-
Fragmente aus HPV16 und HPV18 E6- und E7-Onkogenen ausgewahlt und spie-
gelbildlich zur Anordnung in den Wildtypgenen unter Beriicksichtigung des korrekten
Leserahmens kloniert. Jedes der 14 DNA-Fragmente kodiert fir 21-36 Aminosauren
(Tabelle 2). Die adenoviralen Basisvektoren und die Klonierungsstrategie wurden
wie in Schwieger et al. (Carcinogenesis 2001 Sep; 22 (9):1385-9250) beschrieben

verwendet.
Tabelle 2:

Sequenzfragmente aus HPV16 und HPV18 E6 und E7 Onkogenen, die zur Klonie-

rung des Vakzinierungsgen p14 ausgewahlt wurden.

Position in HPV16 E7 Position in
p14
1) aa1-21: MHGDTPTLHEYMLDLQPETTD aa 55-75
2) aa27-57: QLNDSSEEEDEIDGPAGQAEPDRAHYNIVTF aa 22-52
3) aa62-79: DSTLRLCVQSTHVDIRTL aa 2-19
Position in HPV18 E7
4) aal-24: MHGPKATLQDIVLHLEPQNEIPVD aa 135-158
5) aa30-62: QLSDSEEENDEIDGVNHQHLPARRAEPQRHTML aa 100-132
6) aa67-86: KCEARIELVVESSADDLRAF aa 78-97
Position in HPV18 E7
7) aa 12-36: PQERPRKLPQLCTELQTTIHDIILE aa 253-277
8) aa41-69: KQQLLRREVYDFAFRDLCIVYRDGNPYAV aa 222-250

9) aa74-109: LKFYSKISEYRHYCYSLYGTTLEQQYNKPLCDLLIR aa 184-219
10) aa 122-142: KQRHLDKKQRFHNIRGRWTGR aa 161-181
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11) aa 7-31: PTRRPYKLPDLCTELNTSLQDIEIT aa 367-391
12) aa36-64: KIVLELTEVFEFAFKDLFVVYRDSIPHAA 2a336-364
13) aa 69-104:  IDFYSRIRELRHYSDSVYGDTLEKLINTGLYNLLIR aa 298-333
14) aa 122-137: NEKRRFHKIAGHYRGQ aa 280-295

Das gesamte Vakzinierungsgen codiert flir ein 415 Aminosauren (1248 bp). Die
Nukleinsaure- und Aminosauresequenz von p14 sind in Fig. 2 und 3 (SEQ ID No. 1
und 2) gezeigt. Die Expression erfolgt unter Kontrolle eines CMV-Promoter und ei-
nes CMV-Polyadenylierungssignals. Ein Ausschluss potentiell gefahrlicher Se-
guenzmotive filhrt zwangslaufig auch zum Verlust von potentiellen T-Zellepitopen.
Bei der zur Klonierung des Vakzinierungsgens ausgewahlten Onkogenfragmente
wurde versucht, den Verlust an therapeutisch relevanten T-Zellepitopen gering zu
halten, indem die eingefligten Deletionen exakt auf den Umfang der identifizierten
Bindungsmotive beschrankt blieben. Eine Analyse des hergestellten Vakzinierungs-
gens beziiglich der Zahl der verbliebenen T-Zellepitope zeigt, dass 7 von 8 der zu
den 4 haufigsten MHC-Klasse | Molekillen am hochsten affinen E6-Epitope von
HPV 16 und 18 noch im Gen kodiert werden (Tabelle 3).

Tabelle 3

Die Tabelle zeigt die An- (1) bzw. Abwesenheit (0) der hdchstaffinen T-Zellepitope
der p14-Vakzine im Bezug auf die 4 in der Bevolkerung haufigsten MHC-Klasse |
Allele. Trotz der aus Griinden der biologischen Sicherheit durchgefiihrten Sequenz-
restriktionen kodiert die vorgestellte p14-Vakzine noch fiir alle 5 der héchstaffinen
HLA-A0201 Epitope (etwa 50 % der Bevodlkerung tragen diesen MHC-Klasse 1 Lo-

cus) sowie Uber die 4 haufigsten MHC-Klassen hinweg 7 von 8 der hdchstaffinen

Epitope.
HPV16-E6 HPV18-E6
A 0201 1-1-1-1-1 (5/5) 1-1-1-0-0 (3/5)
A 2402 1-1-0-1-1 (4/5) 1-0-0-0-1 (2/5)
A 0101 1-0-1-0-1 (3/5) 0-1-1-0-0 (2/5)
A 0301 1-0-0-1-0 (2/5) 1-0-0-0-1 (2/5)

Die durch Fragmentierung und Ausschluss von Peptidbindungsmotiven vollzogene
vollstandige Neutralisierung des transformierenden Potenzials der Wildtyponkogene

wurde in Transformationsassays gepriift (Schwieger et al., Carcinogenesis 2001
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Sep; 22 (9):1385-9250). Es konnte gezeigt werden, dass das rekombinante p14-
Vakzinierungsgen im Gegensatz zu den Wildtyponkogenen Keinerlei transformie-
rende Aktivitat mehr besitzt (Tabelle 4).

Tabelle 4:

Der p14-Vektor zeigt im Vergleich zu den Ausgangskonstrukten keinerlei transfor-

mierende Aktivitat mehr.

Vektor Kolonien Transfektionseffizienz Transformations-
(1000 Zellen) frequenz
pCMV-p14 0 21 % 0 %
pHPV16E6/E7 138 19 % 66 %
pHPV18E6/E7 21 38 % 5,5 %
pras 121 39 % 31 %
pCMVSL (mock) 0 17 % 0 %

Fig. 4 zeigt, dass die Prazipitation von LxCxE-tragenden GSTp14-
Fusionskonstrukten nach Inkubation mit Kernextrakten zu einer Abnahme der Histo-
nedeacetylaseaktivitat im Uberstand fiihrt. Der Effekt ist unabhéngig von der Positi-

on des LxCxE Motivs innerhalb des p14-Proteins (a,B.,y).

Somit verleiht das Wiedereinfligen des LxCxE Motivs dem Expressionsprodukt im
Vergleich zum p14-Ausgangskonstrukt eine erhOhte Affinitat zu Rb-
Histonedeacetylasekomplexen. Dieser Effekt ist relativ positionsunabhangig und
macht damit deutlich, welche Gefahr von der Anwesenheit dieses oder dhnlicher

Bindungsmotive im Vakzinierungsgen ausgeht.

Mit der direkten Kompetition zwischen dem Retinoblastom-Tumorsuppressorgen
(Rb) und LxCxE ist eine Stérung der Proliferationskontrolle verbunden, die mit einer
erhdhten Proliferationsneigung verbunden ist. Auf diese Weise wird deutlich, dass
unerwilnschte Wechselwirkungen zwischen Vakzine und zelluldren Proteinen nur
durch konsequente Eliminierung aller potentiell proteinbindenden Bereiche aus der
Vakzine gewahrleistet werden kann. In dem vorgestellten Vakzinierungsgen p14
sind alle in der Tabelle 1 enthaltenen Sequenzmotive aus HPV16-E6 und E7 bzw.
die zu ihnen korrespondierenden Sequenzen aus HPV18-E6 und E7 nicht mehr

prasent. Es zeigt sich, dass es dennoch mdglich ist ein Vakzinierungsgen zu klonie-
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ren, das ein eindrucksvolles immuntherapeutisches Potenzial besitzt und das
gleichzeitig ein Maximum an biologischer Sicherheit gewahrleistet. Die vorgestellte
DNA-Vakzine ist das zur Zeit sicherste und gleichzeitig leistungsfahigste Konstrukt

seiner Art.

2. Verstarkung der Expression therapeutischer Gene durch selektive adenovirale in

HPV-Onkogen exprimierenden Zelllinien

Nachdem in friiheren Untersuchungen die biologische Sicherheit der Vakzine und
ihre prinzipielle Eignung zur Induktion einer spezifischen gegen HPV-Onkogene
gerichtete T-Zellantwort untersucht wurde, soll in weiteren Untersuchungen ihre
Eignung als dauf3erlich (mukosal) applizierbare Vakzine gezeigt werden. Des weite-
ren soll insbesondere ihre Fahigkeit, sich in HPV-Onkogen exprimierenden Zellen
zu replizieren gezeigt werden. Um den Mechanismus der Unterstlitzung einer ge-
nomischen Replikation E1-deletierter Adenoviren durch HPV-Onkogen-
exprimierende Zellen zu untersuchen, wurden HPV-E6 und E7 positive Zellinien
(CasKi, Siha, Huh7-E6/7, MDA-MB468-E6/7) und HPV-negative Zelllinien (TWNT,
HT1080, Huh7, MDA-MB468) mit einem ein Reportergen-tragenden E1-deletierten
Adenovirus (Ad-gfp) in einer MOI (multiplicity of infection) von 10 infiziert und die
gfp-Expression pro Zelle 48 Stunden nach Infektion ermittelt. Bei vergleichbarer
Transfektionseffizienz liegt die gfp-Expression in HPV-Onkogen-positiven Zelllininen
um Faktor 10 — 50 hoher als in HPV-negativen Zellinien (Fig. 5). Die Infektion einer
HPV-Onkogen (E6 und E7) exprimierenden Zelle mit einem E1-deletierten Adenovi-
rus (Ad-gfp) fihrt zu einer 10 - 50 fachen Verstarkung der Expression des adenovi-
ralen Transgens (gfp). Die HPV-Onkogene sind in der Lage die adenovirale Replika-
tionsmaschinerie zu aktivieren und erhéhen auf diese Weise die Kopienzahl der
adenoviralen Genome, wodurch die Expressionstarke der kodierenden Transgene
erhoht wird. Es konnte also der Nachweis des funktionellen Synergismus von HPV-
Onkogen exprimierenden Zellen und E1-deletierten Adenoviren durch Messung der
Reportergenexpression in HPV-Onkogen positiven und HPV-Onkogen negativen

Zellen nach adenoviralem Gentransfer eines Reportergens geflihrt werden.

Die Bestimmung der Anzahl der genomischen adenoviralen Kopien bezogen auf die
Anzahl von R-Actinkopien unter Berlcksichtigung der Transfektionseffizienz durch
guantitative PCR zeigt, dass ein linearer Zusammenhang zwischen der Expressi-

onshéhe und der Anzahl der pro Zelle vorhandenen Kopien besteht (siehe Fig. 6).
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48 Stunden nach Infektion einer HPV-Onkogen positiven Zelle konnten bis zu tber
400 genomische Kopien des adenoviralen Genoms pro [3-Actinkopie gefunden wer-
den, wahrend in HPV negativen Zellen maximal bis 20 Kopien nachgewiesen wer-
den konnten. Fig. 6 zeigt daher die Anzahl adenoviraler Kopien 48 Stunden nach
Infektion HPV-Onkogen positiver und HPV-Onkogen negativer Zellinien. Es ist er-
kennbar, dass die Infektion einer HPV-Onogen-exprimierenden Zelle zu einer Akti-
vierung der adenoviralen Replikationsmaschinerie flihrt und auf diese Weise die

Transgenexpression steigert..

3. Tierversuch

Es wurde ein Tierversuch zum Nachweis einer spezifischen T-Zellaktivierung durch-
gefiihrt, wobei durch aufderliche, mukosale (sublinguale) Applikation von Ad-p14 in
Mausen (C57BL6) anhand der spezifischen Wirkung das Anwachsen HPV-Onkogen
(HPV16 E6/E7) exprimierender Tumore (C3) verhindert werden konnte. In Anbet-
racht der Tatsache, dass bei Tieren, insbesondere Mausen eine lokale dufderliche
Anwendung im Bereich des Gebarmutterhalses unter anatomischen und praktikab-
len Gesichtspunkten nicht in Betracht kommt, dient der vorliegende Versuch der
grundsatzlichen Anwendbarkeit und der Funktionsfahigkeit des erfindungsgemafien
Mittels.

Untersucht wurde insoweit die Wirksamkeit einer mukosalen Vakzinierung an Mau-
sen (C57BI6) mit dem HPV-Onkogenepitop-exprimierenden Adenovirus Ad-p14, im
Vergleich zu einem Kontrolladenovirus (Ad-lacZ) und der Gabe von Puffer allein
(Mock). Dieser Versuch ist insbesondere im Hinblick auf die Wirksamkeit einer
Schleimhaut-Appllikation (,mukosal®) der Erfindung zu sehen. Denn die bereits oben
beschriebene Vakzinierung im Wege einer intramuskularen Injektion (vgl. auch WO
2009/106362 A1 und Hoffmann et al., J. Immunother 2010; 33: 136-145) ist nicht

gleichzusetzen mit einer Anwendbarkeit im Bereich der Schleimhaut.

Um die prinzipielle Wirksamkeit einer mukosalen Applikation (sublingual) zu zeigen,
wurde narkotisierten Mausen (C57BL6) 20 ul einer Ad-p14 haltigen Virussuspension
(1 x 10" i.p) vorsichtig mit der Pipette unter die Zunge appliziert (sublingual). In den
Kontrollgruppen wurde die gleiche Menge eines Kontrollvirus (Ad-lacZ) bzw. nur
Puffer (Mock) appliziert. 10 Tage danach wurde 1 x 10° C3-Tumorzellen subkutan

unter die rechte Flanke appliziert (gespritzt) und das Tumorwachstum beobachtet.
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Wahrend in der Kontrollgruppe (nur Puffer) alle behandelten Tiere (10/10) Tumor-
wachstum zeigten (100%), wuchsen in der zweiten Kontrollgruppe (Ad-lacZ) 9 von
10 Tumoren (90%) an. In der zuvor mit Ad-p14 behandelten Gruppe von Mausen
wuchs jedoch nur in einer der so behandelten Tiere ein Tumor an (10%), was die

Durchflihrbarkeit einer mukosalen Vakzinierung deutlich macht (vgl. Tabelle 5).

Tabelle 5

Anzahl der Tiere mit und ohne Tumorwachstum

Mock 10/10
Ad-lacz 9/10
Ad-p14 1/10

Die Ergebnisse gem. Tabelle 5 verdeutlichen den grundsatzlichen Erfolg des Tier-
versuchs, wonach ein Tumorwachstum verhindert werden konnte mittels der sublin-
gualen Applikation des erfindungsgemafien Mittels. Eine vorangegangene Vakzinie-

rung mit Ad-p14 verhindert also zuverlassig das Auswachsen der Tumore.

3. Humanversuch

Um die Infizierbarkeit von Epithelien des menschlichen Gebarmutterhalses deutlich
zu machen wurde ein kleines noch vitales Gewebestiick (eines Operations-
Praparates nach Hysterektomie), namlich ein 3 mm durchmessender Gewebezylin-
der aus Gewebe eines humanen Uterus (Zervixkanal) einer Patientin isoliert und
innerhalb von 60 Minuten nach operativer Entnahme mit einem ein Reportergen
tragenden rekombinanten Adenovirus (Ad-lacZ) in einer Konzentration von 2 x 10°
infektidsen Partikeln (i.p)/ml fir 30 Minuten infiziert und anschlief3end fir 48 Stun-

den in begastem Kulturmedium bei 37°C kultiviert.

Anschliefend wurde nach kurzer Fixierung in Formalin eine X-Gal Farbung zur Dar-
stellung der intrazellularen Reportergenaktivitat (Expression des Transgens LacZ fur
3-Galactosidase (3-gal)) durchgefiihrt. Das histologische Bild in Fig. 7 zeigt die gute
Infizierbarkeit humaner Zervxiepithelien anhand der charakteristischen Farbungen.
Dies wird insbesondere deutlich im Vergleich mit einem nicht-transfizierten Kontroll-

gewebe (vgl. Fig. 7a), welches keinerlei lacZ-Expression zeigt.
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Patentanspriiche

Mittel zur Behandlung von Zervixdysplasien, umfassend einen rekombinan-
ten, genetisch modifizierten in nicht-HPV-infizierten Zellen replikationsdefek-
ten E1-deltierten Adenovirus, welches zur lokalen auf3erlichen Anwendung

im Bereich der Portio und Zervix uteri geeignet ist.

Mittel nach Anspruch 1, wobei der E1-deletierte Adenovirus ein oder mehre-
re Papillomavirus-Antigenepitope reprasentierende Vakzinierungsgene um-
fasst, deren Expression geeignet ist eine zelluldre oder humorale Immun-
antwort gegen HPV-infizierte oder HPV-Onkogen exprimierende Zellen zu

erzeugen.

Mittel nach Anspruch 2, wobei die Vakzinierungsgene eine Immunantwort
gegen die Human Papilloma Viren (HPV) 16, 18, 25, 31, 33, 35, 39, 45, 51,
52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 73 oder 82 hervorrufen, besonders bevorzugt ge-
gen HPV16 und HPV18.

Mittel nach Anspruch 2 oder 3, umfassend ein durch Fusion von Bruchsti-
cken der HPV-Onkogene E6 und E7 der high risk HPV 16 und HPV 18 her-

gestelltes Vakzinierungsgen.

Mittel nach Anspruch 5, wobei das Vakzinierungsgen die Sequenz entspre-
chend SEQ ID No. 1 aufweist.

Mittel nach Anspruch 5, wobei das Vakzinierungsgen fiir die Proteinsequenz
gem. SEQ ID No. 2 kodiert.

Mittel nach einem oder mehreren der vorhergehenden Ansprliche, wobei der
E1-deletierte Adenovirus ein oder mehrere immunmodulatorische Gene um-
fasst, die geeignet sind eine verstarkte Immunantwort gegen HPV-infizierte

Zellen zu erzeugen.

Mittel nach Anspruch 7, wobei das immunmodulatorische Gen ein inflamma-

torisches Interleukin ist.
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Pharmazeutische Zusammensetzung umfassend wenigstens das Mittel nach
einem oder mehreren der vorhergehenden Anspriichen, sowie galenische
Zusatzstoffe, die zur auferlichen lokalen Anwendung im Bereich der Portio

und Zervix uteri geeignet sind.

Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 9, umfassend zumin-

dest eine weitere pharmazeutisch wirksame Substanz.

Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 9 oder 10, wobei diese

als Suspension, Gel, Salbe, Lotion oder als Losung vorliegt.

Arzneimittel zur Behandlung von Zervixdysplasien umfassend eine pharma-

zeutische Zusammensetzung nach Anspruch 9 bis 11.

Verwendung von rekombinanten, genetisch modifizierten in nicht HPV-
infizierten Zellen replikationsdefekten E1-deltierten Adenoviren nach einem
oder mehreren der vorhergehenden Anspriiche zur Herstellung eines Medi-
kaments zur lokalen duRRerlichen Anwendung im Bereich der Portio und Zer-
vix uteri bei menschlichen Patienten, wobei das Medikament zur Verabrei-
chung in einer Zieldosis von im Bereich von 1 x 10® bis 1 x10" infektiésen
Partikeln (i.p.) Uber einen Zeitraum von wenigstens 3 Tagen, namlich am

Tag 0, am Tag 3 und am Tag 30 hergerichtet ist.

Verwendung nach Anspruch 13, wobei eine Zieldosis von 1 x 10" infekti6-

sen Partikeln (i.p.) bevorzugt ist.

Verwendung nach Anspruch 13 oder 14, wobei das Medikament dazu ge-

eignet ist, in die obersten Epithelschichten einzudringen.

Applikator zur Verabreichung des Arzneimittels nach Anspruch 12, umfas-
send eine Injektionseinrichtung, die unter Vermeidung einer lokalen Blutung

dazu geeignet ist, in die obersten Epithelschichten einzudringen.
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Fig. 1
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Fig. 2

DNA Sequenz (p14):

atggactcta
tactttggtc
atggtccagc
acctttgggc
agatttgcaa
agctagtagt
ttaagcgact
acatttacca
gcatgcatgg
cctcaaaatg
aaagcaaaga
taaagtttta
tatggaacaa
aattaggcct
cttttcggga
ccgcggcecac
gcaaacaact
gattccacaa
tattctagaa
cacattagaa
ctagtaagac
gatttatttg
aacacggcga
cactgcaaga
atactctata

cgcttcggtt
gaccaattaa
tggacaagca
ccatgcatgg
ccagagacaa
agaaagctca
cagaggaaga
gcccgacgag
acctaaggca
aaattccggt
ttccataata
ttctaaaatt
cattagaaca
aggaagcaac
tttatgcata
aggagcgacc
atacatgata
aatagctggg
ttagagaatt
aaactaacta
agtattggaa
tggtgtatag
ccctacaagce
catagaaata
ttatactcta

2/7

gtgcgtacaa
atgacagctc
gaaccggaca
agatacacct
ctgatcaatt
gcagacgacc
aaacgatgaa
ccgaaccaca
acattgcaag
tgacggtacc
taaggggtcg
agtgagtata
gcaatacaac
agttactgcg
gtatatagag
cagaaagtta
taatattaga
cactatagag
aagacattat
acactgggtt
cttacagagg
agacagtata
tacctgatct
acccttaagce
tgttatactc

agcacacacg
agaggaggag
gagcccatta
acattgcatg
gaagtgtgaa
ttcgagcatt
atagatggag
acgtcacaca
acattgtatt
aagcaaagac
gtggaccggt
gacattattg
aaaccgttgt
acgtgaggta
atgggaatcc
ccacagttat
atcgcgaaat
gccagctcga
tcagactctg
atacaattta
tatttgaatt
ccgcatgcetyg
gtgcacggaa
tgatcccacg
tgtaatccta

PCT/DE2011/075075

tagacattcg
gatgaaatag
caatattgta
aatatatgtt
gctagaattg
cagatctcaa
ttaatcatca
atgttggcta
gcatttagag
atctggacaa
cgatccggat
ttatagtttg
gtgatttgtt
tatgactttg
atatgctgta
gcacagagct
gaaaaacgac
gatagatttt
tgtatggaga
ttaataagga
tgcattcaaa
cacacgtgcc
ctgaacactt
tcactattgt
ctcaataa
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Fig. 3

Aminosauresequenz (p14):

Met Asp Ser Thr Leu Arg Leu Cys Val Gln Ser Thr His
Val Asp Ile Arg Thr Leu Val Asp Gln Leu Asn Asp Ser
Ser Glu Glu Glu Asp Glu Ile Asp Gly Pro Ala Gly Gln
Ala Glu Pro Asp Arg Ala His Tyr Asn Ile Val Thr Phe
Gly Pro Met His Gly Asp Thr Pro Thr Leu His Glu Tyr
Met Leu Asp Leu Gln Pro Glu Thr Thr Asp Gln Leu Lys
Cys Glu Ala Arg Ile Glu Leu Val Val Glu Ser Ser Ala
Asp Asp Leu Arg Ala Phe Arg Phe Gln Leu Ser Asp Ser
Glu Glu Glu Asn Asp Glu Ile Asp Gly Val Asn His Gln
His Leu Pro Ala Arg Arg Ala Glu Pro Gln Arg His Thr
Met Leu Ala Ser Met His Gly Pro Lys Ala Thr Leu Gln
Asp Ile Val Leu His Leu Glu Pro Gln Asn Glu Ile Pro
Val Asp Gly Thr Lys Gln Arg His Leu Asp Lys Lys Gln
Arg Phe His Asn Ile Arg Gly Arg Trp Thr Gly Arg Ser
Gly Leu Lys Phe Tyr Ser Lys Ile Ser Glu Tyr Arg His
Tyr Cys Tyr Ser Leu Tyr Gly Thr Thr Leu Glu Gln Gln
Tyr Asn Lys Pro Leu Cys Asp Leu Leu Ile Arg Pro Arg
Lys Gln Gln Leu Leu Arg Arg Glu Val Tyr Asp Phe Ala
Phe Arg Asp Leu Cys Ile Val Tyr Arg Asp Gly Asn Pro
Tyr Ala Val Pro Arg Pro Gln Glu Arg Pro Arg Lys Leu
Pro Gln Leu Cys Thr Glu Leu Gln Thr Thr Ile His Asp
Ile Ile Leu Glu Ser Arg Asn Glu Lys Arg Arg Phe His
Lys Ile Ala Gly His Tyr Arg Gly Gln Leu Glu Ile Asp
Phe Tyr Ser Arg Ile Arg Glu Leu Arg His Tyr Ser Asp
Ser Val Tyr Gly Asp Thr Leu Glu Lys Leu Thr Asn Thr
Gly Leu Tyr Asn Leu Leu Ile Arg Thr Ser Lys Thr Vval
Leu Glu Leu Thr Glu Val Phe Glu Phe Ala Phe Lys Asp
Leu Phe Vval Val Tyr Arg Asp Ser Ile Pro His Ala Ala
His Val Pro Thr Arg Arg Pro Tyr Lys Leu Pro Asp Leu
Cys Thr Glu Leu Asn Thr Ser Leu Gln Asp Ile Glu Ile
Thr Leu Lys Leu Ile Pro Arg His Tyr Cys Ile Leu Tyr
Ile Tle Leu Tyr Val Ile Leu Cys Asn Pro Thr Gln
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Fig. 4
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Fig. 5
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Fig. 7
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