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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft Vakzine zur
Vorbeugung oder Linderung von Krebs bei Men-
schen oder Tieren. Insbesondere betrifft die vorlie-
gende Erfindung immunisierende Zusammensetzun-
gen, die Wachstumsfaktoren, fir Wachstumsfaktoren
spezifische Antikérper und Verfahren zur Verwen-
dung derselben umfassen.

Hintergrund der Erfindung

[0002] Wahrend viele Krebsarten durch chemothe-
rapeutische Mittel behandelbar sind, ist eine be-
trachtliche Anzahl von Krebsarten intrinsisch arznei-
mittelresistent und andere erwerben wahrend oder
nach einer Chemotherapie Resistenz. Krebs ist hau-
fig gegenuber mehr als einer Art von Arzneimittel re-
sistent. Dieses Phanomen wird Multidrug Resistance
oder MDR genannt. Infolgedessen besteht ein grolier
Bedarf an Zusammensetzungen und Verfahren, die
zusatzlich zu oder als Alternative zu einer Chemothe-
rapie zur Behandlung von Krebs verwendet werden
kénnen.

[0003] Ein klinisches Hauptproblem von Krebs ist
Metastasierung. Zum Zeitpunkt, bei dem der Primar-
tumor identifiziert und lokalisiert wird, sind Saatzellen
bereits zu anderen Organen im Koérper entwichen
und gewandert oder metastasiert, wo sie Sekundar-
tumore begrinden. Operative Verfahren sind selten
ausreichend, um Krebs zu heilen, da auch nach der
Entfernung des Primartumors viele Sekundartumore
Uberleben und proliferieren. Infolgedessen besteht
ein sofortiger und nachdrticklicher Bedarf an Verfah-
ren zur Ausldschung von Sekundartumoren, die be-
reits bestehen.

[0004] Krebszellen, die dem Primartumor entwei-
chen, werden ublicherweise im vendsen und lympha-
tischen Kreislauf beférdert bis sie sich in einem
stromabwartigen Kapillarbett oder Lymphknoten fest-
setzen. Jedoch erfolgt bei nur 1 von 10000 Krebszel-
len, die dem Primartumor entweichen, ein Uberleben
unter Begrinden eines Sekundartumors. Erfolgrei-
che Krebszellen sind diejenigen, die eine zum Uber-
leben und Wachstum glinstige Umgebung finden. Die
glinstige Umgebung beinhaltet Hormone und wachs-
tumsférdernde Faktoren. Stimulierende Faktoren be-
inhalten lokale Wachstumsfaktoren, vom Wirt produ-
zierte Hormone und autostimulierende Wachstums-
faktoren, die von den Tumorzellen selbst produziert
werden. Infolgedessen besteht ein sofortiger und
nachdrtcklicher Bedarf an Verfahren, mit denen eine
Verhinderung oder Inhibition der Krebsmetastasie-
rung und der Bildung von Sekundartumoren bewirkt
werden kann.

[0005] Ferner bestehen viele andere Hyperprolife-
rations-Krankheiten. Hyperproliferations-Krankheiten
werden durch nicht-krebsartige (d. h. nicht-neoplasti-
sche) Zellen, die als Antwort auf einen besonderen
Wachstumsfaktor Uberproduziert werden, verur-
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sacht. Beispiele flir solche Hyperproliferati-
ons-Krankheiten beinhalten Diabetes-Retinopathie,
Psoriasis, Endometriose, Leiden unter Degeneration
der Macula und gutartige Wachstumsstérungen, wie
Prostatavergréfierung und Lipome.

[0006] Es ist bekannt, dass durch Wachstumsfakto-
ren, die entweder die Krebszelle selbst oder das nor-
male Gewebe um die Krebszellen beeinflussen und
das Uberleben der Krebszelle erleichtern (d. h. Angi-
ogenesefaktoren) viele neue Krebserkrankungen
verursacht und bestehende Krebserkrankungen und
Hyperproliferations-Krankheiten stimuliert werden.
Es besteht eine direkte Korrelation zwischen dem
Spiegel von bestimmten Wachstumsfaktoren im
Kreislauf und Krebsproliferation. Ein potentielles Ver-
fahren zur Behandlung ware die Regelung des Spie-
gels von Wachstumsfaktoren im Kreislauf in einem
Patienten, um eine Ausldésung oder ein Wiederauftre-
ten von Krebserkrankungen zu verhindern und be-
reits bestehende Krebserkrankungen zu lindern oder
zu beseitigen. Beispielsweise offenbart die
WO-A-8905631 eine Vakzin-Zusammensetzung zur
Behandlung von Krebs, die IL-2 oder ein anderes
Lymphokin mit einer IL-2-ahnlichen Wirkung, das auf
der Oberflache eines Liposoms angebracht ist, um-
fasst. Daher werden Zusammensetzungen bendétigt,
die geeignete Wachstumsfaktoren aus dem Kreislauf
entfernen oder die wachstumsférdernde Aktivitat von
Wachstumsfaktoren inhibieren.

Zusammenfassung der Erfindung

[0007] Im Allgemeinen beinhaltet die vorliegende
Erfindung Verfahren und Zusammensetzungen zur
Vorbeugung oder Behandlung von Krebserkrankun-
gen. Insbesondere beinhaltet die vorliegende Erfin-
dung immunisierende einen Wachstumsfaktor ent-
haltende Zusammensetzungen, die die Herstellung
von fir den Wachstumsfaktor spezifischen Antikor-
pern hervorrufen, wenn sie einem Menschen oder
Tier verabreicht werden.

[0008] GemaR der vorliegenden Erfindung erfolgt
die Bereitstellung eines Verfahrens zur Impfung ei-
nes Menschen oder Tieres gegen Wachstumsfakto-
ren, die mit spezifischen Krebsarten und Hyperproli-
ferations-Krankheiten verbunden sind. Bestimmte
Krebserkrankungen sind nur mit einem Wachstums-
faktor verbunden und andere Krebserkrankungen
werden durch Wachstumsfaktoren gesteuert. Bei-
spielsweise produzieren bestimmte T-Zell-Lympho-
me den Wachstumsfaktor IL-2, der die Proliferation
durch autokrine Wirkung stimuliert; andere Tumore
produzieren Faktoren, die die Angiogenese férdern
und durch Induktion einer Gefalbildung im Gewebe
am Ort von Metastasen das Wachstum von Metasta-
senkrebslasionen stimulieren.

[0009] Beispiele von Zusammensetzungen mit ei-
nem Wachstumsfaktor beinhalten Liposome oder Ve-
sikel, die Teile eines Wachstumsfaktors, Fragmente
eines Wachstumsfaktors, synthetische Peptide be-
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stimmter Epitope von Wachstumsfaktoren oder modi-
fizierte Fragmente eines Wachstumsfaktors auf ihren
aulleren Oberflachen prasentiert haben. Die im Vor-
hergehenden beschriebenen Zusammensetzungen
sind nutzlich als Vakzine zur Induktion einer Autoim-
munitat gegen Wachstumsfaktoren, die sonst als "ei-
gen" durch das Immunsystem erkannt werden und
nicht nattrlicherweise immunisierend wirken. Die er-
haltenen zirkulierenden Antikoérper binden den
Wachstumsfaktor und verhindern so die Initiation der
Krebsproliferation, verringern bestehenden Krebs
oder hemmen die Ausbreitung von Krebs.

[0010] Die vorliegende Erfindung beinhaltet ebenso
fur Wachstumsfaktoren spezifische Antikdrper. Diese
Antikérper werden ausgehend von Menschen oder
Tieren mit starken Immunsystemen hergestellt und
gereinigt und in Menschen oder Tieren mit schwa-
chen oder nicht funktionierenden Immunsystemen,
die solche zirkulierende Antikdrper bendtigen, inji-
ziert. So werden gemal der vorliegenden Erfindung
Krebserkrankungen entweder durch eine aktive Im-
munisierung eines Individuums unter Verwendung
von immunisierenden Wachstumsfaktor enthalten-
den Zusammensetzungen oder durch eine passive
Immunisierung Uber eine Verabreichung eines Anti-
korpers oder einer Gruppe von Antikorpern, der bzw.
die spezifisch fur Wachstumsfaktor-Epitope ist bzw.
sind gelindert oder gehemmt. Ferner werden Patien-
ten mit der Wachstumsfaktorzusammensetzung vor
dem Beginn oder dem Wiederauftreten nach einer
Krebsbehandlung immunisiert.

[0011] Demgemal ist eine Aufgabe der vorliegen-
den Erfindung die Bereitstellung von Verfahren und
Zusammensetzungen zur Linderung von Krebs bei
einem Menschen oder Tier, der oder das Krebs hat.
[0012] Eine andere Aufgabe der vorliegenden Erfin-
dung ist die Bereitstellung von Verfahren und Zusam-
mensetzungen zur Verhinderung des Auftretens oder
einer Ausbreitung von Krebs.

[0013] Eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfin-
dung ist die Bereitstellung von Verfahren und Zusam-
mensetzungen zur Impfung eines Menschen oder
Tiers gegen einen Wachstumsfaktor.

[0014] Eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfin-
dung ist die Bereitstellung von Verfahren und Zusam-
mensetzungen zur passiven Immunisierung eines
Menschen oder Tiers gegen einen Wachstumsfaktor.
[0015] Eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfin-
dung ist die Bereitstellung von Wachstumsfaktor ent-
haltenden Zusammensetzungen, die immunisierend
sind und eine Immunantwort gegen einen Wachs-
tumsfaktor bei Menschen oder Tieren hervorrufen.
[0016] Eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfin-
dung ist die Bereitstellung von Peptidfragmenten ei-
nes Wachstumsfaktors, die mit immunisierenden Ein-
heiten modifiziert sind, um eine Antwort eines Indivi-
duums auf einen Wachstumsfaktor zu erhéhen, und
Verfahren zur Verwendung derselben.

[0017] Eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfin-
dung ist die Bereitstellung von Peptidfragmenten ei-
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nes Wachstumsfaktors und modifizierten Peptidfrag-
menten eines Wachstumsfaktors in Liposomen.
[0018] Eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfin-
dung ist die Bereitstellung von Zusammensetzungen,
die ein Peptidfragment eines Wachstumsfaktors ent-
halten, zusammen mit Adjuvantien, um die Immu-
nantwort zu stimulieren.

[0019] Eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfin-
dung ist die Bereitstellung von Anti-Wachstumsfak-
tor-Antikorpern, die zur passiven Immunisierung ei-
nes Menschen oder Tiers gegen den Wachstumsfak-
tor nitzlich sind.

[0020] Diese und andere Aufgaben, Merkmale und
Vorteile der vorliegenden Erfindung werden nach ei-
ner Durchsicht der folgenden detaillierten Beschrei-
bung der offenbarten Ausflihrungsform und der bei-
geflgten Anspriiche offensichtlich.

Detaillierte Beschreibung der vorliegenden Erfindung

[0021] Die vorliegende Erfindung umfasst Verfahren
und Zusammensetzungen zur Vorbeugung oder Lin-
derung von Krebs und Hyperproliferations-Erkran-
kungen bei einem Mensch oder Tier. Die immunisie-
renden Wachstumsfaktor enthaltenden Zusammen-
setzungen der vorliegenden Erfindung beinhalten,
aber sind nicht beschrankt auf, Wachstumsfaktor ent-
haltende Trager, wie Liposome und Vesikel, immuni-
sierende Peptidfragmente eines Wachstumsfaktors,
immunisierende Peptidfragmente eines Wachstums-
faktors zusammen mit Adjuvantien, modifizierten
Peptidfragmenten eines Wachstumsfaktors, modifi-
zierten Peptidfragmente eines Wachstumsfaktors zu-
sammen mit Adjuvantien, Trager, die Peptidfragmen-
te eines Wachstumsfaktors enthalten, und Trager, die
modifizierte Peptidfragmente eines Wachstumsfak-
tors enthalten. Weiter beinhaltet die vorliegende Er-
findung Antikérper, die gegen Wachstumsfaktoren
gerichtet und spezifisch fiir diese sind.

[0022] Der hier verwendete Ausdruck "Wachstums-
faktor" betrifft polypeptidische Wachstumsfaktoren
und polypeptidische Angiogenesefaktoren und modi-
fizierte Derivate und Peptidfragmente derselben. Ein
Wachstumsfaktor umfasst:
Fibroblasten-Wachstumsfaktor (FGF);

vaskularer Endothel-Wachstumsfaktor (VEGF, sonst
als vaskularer Permeabilitatsfaktor bekannt).

[0023] Der hier ebenso verwendete Ausdruck "im-
munisierend" betrifft Substanzen, die die Produktion
von gegen einen endogenen Wachstumsfaktor ge-
richteten Antikérpern in T-Zellen und anderen reakti-
ven Immunzellen hervorrufen oder erhéhen und die
an einer Immunantwort in Menschen oder Tieren be-
teiligt sind.

[0024] Ein Individuum kann zirkulierende gegen en-
dogene Wachstumsfaktoren gerichtete Antikorper
haben, und dennoch tritt keine Immunantwort des In-
dividuums gegen den Wachstumsfaktor auf. Daher
betrifft der hier verwendete Ausdruck "nichtimmuni-
sierend" einen endogenen Wachstumsfaktor in sei-



DE 694 33 013 T2 2004.06.03

nem nativen Zustand, der Ublicherweise keine, oder
nur minimale Mengen von zirkulierenden Antikor-
pern, T-Zellen oder reaktiven Immunzellen hervorruft
und der normalerweise keine Immunantwort in einem
Individuum gegen sich selbst hervorruft. Eine Immu-
nantwort tritt auf, wenn ein Individuum ausreichend
Antikérper, T-Zellen und andere reaktive Immunzel-
len gegen verabreichte Wachstumsfaktorzusammen-
setzungen der vorliegenden Erfindung produziert, um
die zu behandelnde Krebs- oder Hyperproliferati-
ons-Erkrankung abzuschwéachen oder zu lindern.
[0025] Der hier verwendete Ausdruck "Trager" be-
deutet eine Membranstruktur, in die ein Wachstums-
faktor eingefligt werden kann, wodurch der Wachs-
tumsfaktor oder ein Teil des Wachstumsfaktors auf
der dufReren Oberflache des Tragers prasentiert oder
exponiert wird und damit die Wachstumsfaktor-Tra-
ger-Zusammensetzung immunisierend gegen einen
Wachstumsfaktor wird.

[0026] Weiter betrifft der Ausdruck "eine effektive
Menge" die Menge Wachstumsfaktor, die bei Verab-
reichung an einen Menschen oder ein Tier eine Im-
munantwort hervorruft, Krebs vorbeugt, eine Linde-
rung von Krebs bewirkt oder die Ausbreitung und
Proliferation von Krebs hemmt. Die effektive Menge
wird leicht durch einen Fachmann unter Befolgung
von Standardverfahren bestimmt.

[0027] Beispielsweise werden immunisierende
Wachstumsfaktorzusammensetzungen  parenteral
oder oral in einem Bereich von etwa 1,0 ug-1,0 mg
pro Patient verabreicht, obwohl dieser Bereich nicht
als beschrankend betrachtet wird. Die tatsachlich er-
forderliche Menge einer Wachstumsfaktorzusam-
mensetzung zum Hervorrufen einer Immunantwort
wird flr jeden individuellen Patienten in Abhangigkeit
von der Immunogenitat der verabreichten Wachs-
tumsfaktorzusammensetzung und der Immunantwort
des Individuums unterschiedlich sein. Infolgedessen
wird die spezifische, an ein Individuum verabreichte
Menge durch Routineexperimente und auf der Basis
des Ausbildungsstandes und der Erfahrung eines
Fachmanns bestimmt.

[0028] Die Wachstumsfaktor enthaltenden Zusam-
mensetzungen der vorliegenden Erfindung werden
zur Produktion von Antikdrpern, die gegen Teile eines
Wachstumsfaktors, die durch ihre Prasentation im
Trager immunisierend werden, gerichtet sind, ver-
wendet. Anti-Wachstumsfaktor-Antikorper werden an
Individuen verabreicht, um diese passiv gegen einen
Wachstumsfaktor zu immunisieren und dadurch das
Auslésen von Krebswachstum zu verhindern, beste-
henden Krebs zu lindern oder die Proliferation von
Krebs zu hemmen.

[0029] Insbesondere umfasst die vorliegende Erfin-
dung einen Wachstumsfaktor, der in Membrantrager
so insertiert ist, dass Teile des Wachstumsfaktors auf
der Trageroberflache prasentiert werden. Der
Wachstumsfaktor ist normalerweise nicht immunisie-
rend, weil er vom Immunsystem als "selbst" erkannt
wird. Jedoch verandert die Insertion von Teilen eines
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Wachstumsfaktors in die Oberflache von Liposomen
die Prasentation des Wachstumsfaktors fur das Im-
munsystem, wobei er immunisierend wird.

[0030] Immunisierende Wachstumsfaktor enthal-
tende Liposome kdnnen durch Rekonstitution von Li-
posomen in der Gegenwart von einem gereinigten
oder einem teilweise gereinigten Wachstumsfaktor
hergestellt werden. Ferner kdnnen Peptidfragmente
von einem Wachstumsfaktor in Liposomen rekonsti-
tuiert werden. Die vorliegende Erfindung beinhaltet
ebenso einen Wachstumsfaktor und Peptidfragmente
eines Wachstumsfaktors, die modifiziert wurden, um
ihre Antigenitat zu erhdhen. Beispielsweise kénnen
immunisierende Einheiten und Adjuvantien an den
Wachstumsfaktor gebunden oder ihm beigemischt
werden. Beispiele fur immunisierende Einheiten und
Adjuvantien umfassen, jedoch sind sie nicht darauf
beschrankt, lipophile Muramyl-Dipeptid-Derivate,
nichtionische Blockpolymere, Aluminiumhydroxid-
oder Aluminiumphosphat-Adjuvans und Gemische
derselben.

[0031] Die vorliegende Erfindung umfasst weiter
Wachstumsfaktorfragmente, die mit hydrophoben
Einheiten, wie Palmitinsaure, modifiziert wurden, was
eine Insertion in die hydrophobe Lipiddoppelschicht
eines Tragers vereinfacht. Hydrophobe Einheiten der
vorliegenden Erfindung kdnnen Fettsduren, Triglyce-
ride und Phospholipide sein, wobei das Fettsau-
re-Kohlenstoffgerlist mindestens 10 Kohlenstoffato-
me aufweist. Zweckmafig sind lipophile Einheiten,
die Fettsauren mit einem Kohlenstoffgertst mit min-
destens etwa 14 Kohlenstoffatomen und bis zu etwa
24 Kohlenstoffatomen haben. Vorziigliche hydropho-
be Einheiten haben ein Kohlenstoffgerist mit min-
destens 14 Kohlenstoffatomen. Beispiele fir hydro-
phobe Einheiten beinhalten, sind jedoch nicht be-
schrankt auf, Palmitinsaure, Stearinsaure, Myristin-
séure, Laurinsdure, Olséure, Linolsdure und Linolen-
saure. Die bevorzugte hydrophobe Einheit ist Palmi-
tinsaure.

[0032] Immunisierende Zusammensetzungen, die
einen Wachstumsfaktor, einen modifizierten Wachs-
tumsfaktor und Peptidfragmente derselben enthal-
ten, werden einem Menschen oder Tier verabreicht,
um Immunitat gegen den Wachstumsfaktor zu erzeu-
gen. Derimmunisierte Mensch oder das immunisierte
Tier entwickelt zirkulierende Antikorper gegen den
Wachstumsfaktor, die an den Wachstumsfaktor bin-
den, wobei seine Fahigkeit zur Stimulation von
Krebszellproliferation verringert oder inaktiviert wird.
[0033] Liposome mit einem in die Membran inser-
tierten Wachstumsfaktor, sowie andere immunisie-
rende, einen Wachstumsfaktor enthaltende Zusam-
mensetzungen, werden ebenso verwendet, um eine
Palette von monoklonalen oder polyklonalen Antikor-
pern, die spezifisch fir einen Wachstumsfaktor sind,
zu produzieren. Verfahren zur Herstellung von Anti-
korpern sind einem Fachmann wohlbekannt. An-
ti-Wachstumsfaktor-Antikorper binden den Wachs-
tumsfaktor bei Verabreichung an Individuen, wodurch
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die effektive Konzentration eines Wachstumsfaktors
im Kreislauf reduziert wird. Infolgedessen wird eine
wachstumsfaktorabhangige Proliferation von Krebs
verhindert, verringert oder gehemmt.

[0034] Die wachstumsfaktorenthaltenden Zusam-
mensetzungen und Anti-Wachstumsfaktor-Antikor-
per werden einem Menschen oder Tier durch jedes
geeignete Mittel, vorzugsweise durch Injektion verab-
reicht. Beispielsweise wird ein in Liposomen rekons-
tituierter Wachstumsfaktor durch subkutane Injektion
verabreicht. Die zirkulierenden Anti-Wachstumsfak-
tor-Antikérper binden an den Wachstumsfaktor und
verringern oder inaktivieren seine Fahigkeit zur Sti-
mulation von Krebszellproliferation, ganz gleich, ob
sie innerlich produziert werden oder von &uferen
Quellen zugefiihrt werden.

[0035] Liposome, die in den Zusammensetzungen
der vorliegenden Erfindung verwendet werden kon-
nen, beinhalten jene, die einem Fachmann bekannt
sind. Beliebige Standardlipide, die zur Herstellung
von Liposomen verwendet werden kdnnen, kénnen
verwendet werden. Standardliposome mit Doppel-
schichten und mehreren Schichten kénnen zur Her-
stellung von Zusammensetzungen der vorliegenden
Erfindung verwendet werden. Jedes einem Fach-
mann bekannte Verfahren zur Herstellung von Lipo-
somen kann verwendet werden, doch vorzugsweise
werden Liposome gemal dem Verfahren von Alving
et al., Infect. Immun. 60: 2438-2444, 1992 herge-
stellt. Das Liposom kann optional ein Adjuvans ent-
halten. Ein bevorzugtes Adjuvans ist ein detoxifizier-
tes Lipid A, wie Monophosphoryl- oder Diphospho-
ryl-Lipid A.

[0036] Wenn die Vesikel Liposome sind, hat der
Wachstumsfaktor im Allgemeinen einen hydropho-
ben Schwanz, der in die Liposommembran bei ihrer
Bildung insertiert wird. Ferner kann ein Wachstums-
faktor so modifiziert werden, dass er einen hydropho-
ben Schwanz enthalt, so dass der Wachstumsfaktor
in das Liposom insertiert werden kann. Beispielswei-
se wird das Wachstumsfaktorgen mit einer Oligonuc-
leotidsequenz, die einen hydrophoben Schwanz co-
diert, fusioniert. Das modifizierte Gen wird unter Ver-
wendung von einem Fachmann bekannten Verfahren
in ein Expressionssystem insertiert und in diesem ex-
primiert, wobei ein Wachstumsfaktorfusionsprotein
erhalten wird, das einen hydrophoben Schwanz hat.
Alternativ wird der Wachstumsfaktor auf der Oberfla-
che von vorher gebildeten Liposomen durch chemi-
sche Bindung oder Elektroinsertion exponiert.

[0037] Wenn die Vesikel von einem Baculovirus ab-
geleitete Vesikel sind, wird ein rekombinanter Wachs-
tumsfaktor auf der Membran der Insektenzelle als na-
turliche Folge der Prozessierung durch die infizierte
Insektenwirtszelle exprimiert. Wie bei der oben be-
schriebenen Ausfihrungsform mit einem Liposom
kann ein Wachstumsfaktor so modifiziert werden,
dass das rekombinant exprimierte Protein einen hy-
drophoben Teil zur Erleichterung der Insertion in die
Vesikelmembran enthalt.
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[0038] Die Erfindung wird durch die folgenden Bei-
spiele weiter erklart, die aber in keinster Weise so
ausgelegt werden sollen, dass sie den Umfang der-
selben beschranken.

Beispiel |

Konstruktion eines Wachstumsfaktor enthaltenden
rekombinanten Baculovirus

[0039] Das Baculovirus-Expressionssystem wird
wie in N. R. Webb et al. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 86, 7731-7735 beschrieben konstruiert. Ein re-
kombinantes Baculovirus, das cDNA, die einen
Wachstumsfaktor mit gesamter Lange unter trans-
kriptioneller Regulation des Polyhedronpromotors
codiert, enthalt, wird durch Co-Transfection von re-
kombinanter pAc-Wachstumsfaktor-DNA mit Wildtyp
Autographa californica nuclear polyhedrosis virus
(AcMNPV)-DNA mittels einer Calciumphosphat-Pra-
zipitation hergestellt.

Beispiel Il
Expression und Reinigung eines Wachstumsfaktors

[0040] Die okklusionsnegativen Viren aus Beispiel |
werden aus den Plaques gereinigt und in Spodoptera
frugiperda 9 (Sf-9)-Zellen propagiert. Infizierte
Sf9-Zellen werden in Monoschichten oder Suspensi-
onenwiein N. R. Webb et al. (1989) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 86, 7731-7735 beschrieben propagiert.
Kurz dargestellt, werden Sf9-Zellen bei 27°C in
TNMFH-Medium, wie es in M. D. Sommers und
Smith, (1987) A Manual of Methods for Baculovirus
Expression Vectors and Insect Cell Culture Procedu-
res (Texas Agricultural Experiment Station, College
Station, TX), Bull. 15655 beschrieben ist, mit Zusatz
von 10% V/V hitzeinaktiviertem fetalem Kalberserum
kultiviert. Extraktion und Reinigung des rekombinant
exprimierten Wachstumsfaktors wird mit Standard-
verfahren durchgefihrt.

Beispiel lll

Herstellung von Wachstumsfaktor enthaltenden Lipo-
somen

[0041] Gereinigter Wachstumsfaktor wird durch ei-
nem Fachmann bekannte Standardverfahren in Lipo-
some elektroinsertiert (Y. Mouneime et al., 1990, Bio-
chem) oder in diesen rekonstituiert. Ein Einbau von
Wachstumsfaktoren oder Fraktionen derselben in Li-
posome kann beinhalten:
a) Rehydratation von lyophilisierten Liposomen
bekannter Lipidkomponenten in der Gegenwart
einer wassrigen Losung eines Wachstumsfaktors
(oder von Wachstumsfaktorfragmenten) zur Her-
stellung von einfach- oder mehrfachlamellaren Li-
posomen mit einem im Lumen des Liposoms ent-
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haltenen oder in der wassrigen Schicht zwischen
den Lipidmembranen der multilamellaren Vesi-
keln gefangenen Wachstumsfaktor;

b) Elektroinsertion des Wachstumsfaktors oder
von Fraktionen desselben in rekonstituierte Lipo-
some, wobei der Wachstumsfaktor im Lumen oder
zwischen den Lipidmembranen verbleibt;

c) Rekonstitution von hergestellten Liposomen mit
bekannter Zusammensetzung mit lyophilisierten
Fragmenten des Wachstumsfaktors, wobei jedes
Fragment einen hydrophoben Schwanz, der direkt
in die Liposomlipiddoppelschicht insertiert wird,
enthalt, so dass das Peptidfragment auf der aulRe-
ren Oberflache des Liposoms exponiert ist; und
d) jedes andere Verfahren zur Rekonstitution oder
Kombination aktiver Reagenzien, wodurch die Er-
zeugung einer gegen einen Wachstumsfaktor,
Fraktionen desselben oder synthetische Peptide,
die die Zusammensetzung und Aktivitat eines
Wachstumsfaktors nachahmen, gerichteten Im-
munantwort (humoral oder cellulér) erhalten wird.

Beispiel IV

Herstellung von Wachstumsfaktor enthaltende Bacu-
lovirus-Vesikeln

[0042] Wachstumsfaktor enthaltende Vesikel wer-
den wie folgt hergestellt. Von einem Insekt abgeleite-
te Vesikel, die einen rekombinanten Wachstumsfak-
tor in ihren Membranen enthalten, werden unter Ver-
wendung einer baculovirusinfizierten Insektenzelle
erhalten. Insbesondere werden Spodoptera frugiper-
da IPLB-Sf21-AE- Klonierungsisolat 9-Insektenzellen
(bezeichnet als Sf9) mit einem rekombinanten Bacu-
lovirus, der eine fir die Gesamtlange eines Wachs-
tumsfaktors codierende cDNA enthalt, kultiviert und
infiziert, wie es genauer in Webb et al., Proc. Natl.
Acad. Sci., 86: 7731-35 (1989) und in den US Paten-
ten Nr. 4 745 051 und 4 879 236, beide von Smith et
al., beschrieben ist. Etwa 0,8 x 10° Sf9-Zellen werden
in ein 1-Liter-Spin-Gefal, das Excell-Medium (JRH
Scientific, Woodland, CA 95695) enthalt, geséat. Die
Zellen werden bei 27°C, 50%ger O,-Atmosphare in-
kubiert. Wenn die Zellen eine Dichte von 3,5 bis 4,0
Millionen Zellen/ml erreichen, werden rekombinanten
Wachstumsfaktor enthaltende Baculoviren mit einer
Multiplizitdt von 400-600 Viren/Zelle dem Medium
zugesetzt.

[0043] Eine Vesikelproduktion beginnt ungefahr 24
Stunden nach der Baculovirus-Infektion. Die Haupt-
vesikelbildung wird ungefahr 72 Stunden nach der in-
itialen Baculovirus-Infektion erreicht. GefaRinhalte
werden gesammelt und bei etwa 1200 U/min zentri-
fugiert, um Zellen und Zellriickstande abzutrennen.
Der Uberstand, der Vesikel enthalt, wird gesammelt
und unter Verwendung von 50% Percoll, das 0,1 Mol
Natriumbicarbonat, pH 8,3 enthalt, 30 Minuten bei
20.000 U/min mit einem Festwinkelrotor zentrifugiert.
Die Doppelbande unter einer Zwischenphase zwi-
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schen Percoll und Zellkulturmedium wird gesammelt
und die Suspension wird in einem Ausschwingrotor
30 min bei 20000 U/min zentrifugiert. Zwei Banden
kénnen oben und unten am Gradienten mit Dichten
von 1,05 g/ml fur Vesikel und 1,06 g/ml fur Baculovi-
rus-Partikel beobachtet werden. Die Vesikel haben
einen Wachstumsfaktor auf ihren dufleren Oberfla-
chen angeordnet und kdnnen zur Immunisierung ver-
wendet werden. Die Vesikel werden dreimal mit 0,1
Mol Natriumbicarbonat, pH 8,3 durch Zentrifugation
20 min bei 20000 U/min und Resuspendieren in dem-
selben Puffer gewaschen.

Beispiel V

Immunisierung mit Wachstumsfaktor enthaltenden
Zusammensetzungen

[0044] Immunisierende Wachstumsfaktor enthal-
tende Zusammensetzungen, entweder Liposome
oder von Baculoviren abgeleitete Vesikel, werden ei-
nem Menschen oder Tier mit einer Dosis von 1 —
1000 pg pro kg Kérpergewicht injiziert. Titer von Anti-
korpern gegen einen Wachstumsfaktor werden durch
ELISA unter Verwendung des rekombinanten Prote-
ins und von Meerrettichperoxidasekonjugaten mit an-
ti-humanen oder anti-tierischen Immunoglobulinen
von Ziege oder andere serologische Verfahren
(Sandwich-ELISA) oder Nachweise biologischer Ak-
tivitat (wie eine Neutralisierung von naturlichen oder
synthetischen Cytokinen oder Wachstumsfaktor-
nachweise oder Kompetitionsnachweise), die bereits
bestehen oder spezifisch fir individuelle Wachstums-
faktoren entwickelt wurden, bestimmt. Auffrischinjek-
tionen werden, wenn benétigt, verabreicht um genu-
gende Spiegel von Schutzantikérpern zur Verringe-
rung oder Neutralisation der Aktivitdt von Wachs-
tumsfaktoren in vivo zu erreichen. Neutralisierende
Titer und geeignete Antikdrperisotypen werden in
Versuchstieren unter Exposition mit geeigneten
Krebszellen bestimmt.

Beispiel VI

Herstellung und Isolierung von Anti-Wachstumsfak-
tor-Antikdrpern

[0045] Individuen mit starken Immunsystemen wer-
den wie in Beispiel V beschrieben immunisiert. Nach-
dem ein hoher Titer von Anti-Wachstumsfaktor-Anti-
korper erreicht wurde, wird die IgG-Fraktion aus dem
Blut isoliert und zur passiven Immunisierung eines In-
dividuums wie in Beispiel VII unten beschrieben ver-
wendet.

Beispiel VII
Passive Immunisierung

[0046] Anti-Wachstumsfaktor-Antikérper, die aus
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den Arten isoliert wurden, die passiv zu immunisieren
sind, werden durch intravenése Injektion mit einer
Dosismenge von ungefahr 0,5-50 mg pro kg Korper-
gewicht verabreicht. Dosis und Haufigkeit der Verab-
reichung werden in Versuchstieren, die verschiede-
nen Tumorarten exponiert wurden, bestimmt und der
spezifischen Tumorart und dem bestimmten zu be-
handelnden Individuum angepasst. Wichtige Uberle-
gungen betreffen die Aggressivitat des Tumors, die
Fahigkeit zur metastatischen Ausbreitung, das Ziel-
organ fir Metastasen, die Vaskularisierung/Zugang-
lichkeit der Gewebe fiir einen Antikbrper am Zielor-
gan und die Phase der Tumorentwicklung. Obwohl es
wahr sein mag, dass ein universell schitzendes
Standard-Schema entwickelt werden kann, kann es
auch sein, dass eine effektive Therapie nur durch in-
dividuelle auf der Tumorart basierende Kriterien er-
reicht werden kann.

[0047] Obwohl diese Erfindung mit spezifischer Ge-
nauigkeit unter Bezug auf die offenbarten Ausfiih-
rungsformen beschrieben wurde, ist klar, dass viele
Variationen und Modifikationen innerhalb des Um-
fangs der Erfindung, wie er in den angefugten An-
sprichen beschrieben ist, ausgeflihrt werden koén-
nen.

Patentanspriiche

1. Vakzin-Zusammensetzung, die die folgenden
Bestandteile umfasst:
(a) einen Wachstumsfaktor, der aus der Gruppe aus
Fibroblasten-Wachstumsfaktor (FGF), vaskularem
Endothel-Wachstumsfaktor (VEGF) und immunoge-
nen Fragmenten hiervon ausgewahlt ist, und
(b) einen Trager, wobei der Wachstumsfaktor oder
ein Fragment hiervon auf der Oberflache des Tragers
bereitgestellt wird, und zwar derart, dass die Zusam-
mensetzung bei Verabreichung an einen Menschen
oder ein Tier fur den Wachstumsfaktor immunisie-
rend ist.

2. Zusammensetzung nach Anspruch 1, wobei
der Trager ein Liposom ist.

3. Zusammensetzung nach Anspruch 1 oder 2,
wobei der Trager ein von Baculovirus abgeleitetes
Vesikel ist.

4. Zusammensetzung nach einem der Anspri-
che 1 bis 3, die ferner ein Adjuvans umfasst.

5. Zusammensetzung nach Anspruch 4, wobei
das Adjuvans aus der Gruppe aus lipophilen Mura-
myl-Dipeptid-Derivaten, nichtionischen Blockpolyme-
ren, Aluminiumhydroxid, Aluminiumphosphat und Li-
pid A ausgewahlt ist.

6. Zusammensetzung nach Anspruch 5, wobei
das Adjuvans Lipid A ist.
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7. Zusammensetzung nach einem der Anspri-
che 1 bis 6, die ferner eine an den Wachstumsfaktor
gebundene immunisierende Einheit umfasst.

8. Zusammensetzung nach einem der Anspri-
che 1-7, die ferner eine an den Wachstumsfaktor ge-
bundene hydrophobe Einheit umfasst.

9. Zusammensetzung nach Anspruch 8, wobei
die hydrophobe Einheit mindestens eine langkettige
Fettsdure mit mindestens 10 Kohlenstoffatomen in
dem Lipidgerist umfasst.

10. Zusammensetzung nach Anspruch 9, wobei
die hydrophobe Einheit aus der Gruppe aus Palmitin-
saure, Stearinsaure, Myristinsaure, Laurinsaure, Ol-
saure, Linolsdure und Linolensaure ausgewahlt ist.

11. Zusammensetzung nach Anspruch 10, wobei
die hydrophobe Einheit Palmitinsaure ist.

12. Verwendung einer Zusammensetzung nach
einem der Anspriche 1 bis 11 zur Herstellung eines
Vakzins zur Verhinderung oder Verringerung von
Krebs bei einem Menschen oder Tier.

13. Zusammensetzung nach einem der Anspri-
che 1 bis 11 zur Verwendung in der Medizin.

Es folgt kein Blatt Zeichnungen
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