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Allgemeines

Das Mastadenovirus caesari Typ 5 (auch Humanes Adenovirus Serotyp 5, HAdV-C5) ist ein
Vertreter der Familie Adenoviridae und ein global verbreitetes Pathogen des Menschen [1].

Humane Adenoviren verursachen beim Menschen haufig milde Atemwegsinfektionen, kénnen
aber auch Keratokonjunktivitis, Meningitis oder Pneumonie hervorrufen. Zudem ist HAdV-C5
in der Lage Uber einen langeren Zeitraum in lymphoidem Gewebe zu persistieren [1].

Das Genom von HAdV-C5 besteht aus einer doppelstrangigen linearen DNA mit einer Lange
von 36 kb, die jeweils von invertierten Einheiten wiederholter Sequenzen (inverted terminal
repeats, ITR) flankiert ist. Der produktive Infektionszyklus nach dem Eintritt in die Zielzelle
beginnt mit der Expression der frihen (early) Gene, darunter E1a, dessen Genprodukt u. a.
die Expression der anderen friihen viralen Gene E1b, E2, E3 und E4 transaktiviert [1]. Durch
die Interaktion von E1a mit dem zelluldren Retinoblastom-Protein (pRB), einem Tumorsupp-
ressor-Protein, konkurriert E1a direkt mit dem daran gebundenen und inaktiven Transkripti-
onsfaktor E2F um dieselbe Bindungsstelle. Dadurch wird aktives E2F freigesetzt, welches den
viralen E2-Promotor sowie verschiedene zellulare Gene fur die Steuerung des Zellzyklus akti-
viert. In der Folge geht der Zellzyklus in die S-Phase Uber und die zellulare sowie virale DNA-
Replikation wird induziert [2]. Von Ad abgeleitete Vektoren, bei denen die E1a-Region voll-
standig deletiert ist, sind replikationsdefekt [1].

Fir die Bindung und die darauffolgende Infektion der Zielzelle nutzt HAdV-C5 diverse Ober-
flachenmolekiile der Zelle, wie den Coxsackievirus- und Adenovirusrezeptor (CAR) [3-5] so-
wie av3- und avB5-Integrine [6—8], aber auch den Iéslichen Blut-Koagulationsfaktor X (FX)
[9, 10].

Gemal § 5 Absatz 1 GenTSV i. V. m. den Kriterien in Anlage 1 GenTSV wird HAdV-C5 als

Spender- und Empfangerorganismus flr gentechnische Arbeiten der Risikogruppen 2 zuge-
ordnet [1].

TROCEPT-01, auch ATTR-01 (Bezeichnung innerhalb der klinischen Prufung) oder Ad5nuLc-
A20 (biologischer Name), ist ein von HAdV-C5 abgeleitetes rekombinantes, konditionell repli-
kationskompetentes, onkolytisches Virus. Es kodiert zusatzlich ein Transgen zur Expression
des humanen monoklonalen Antikdrpers Atezolizumab.

TROCEPT-01 ist durch Deletionen innerhalb der E1a- und der E3-Region attenuiert und repli-
ziert fast ausschlielich in Tumorzellen. Eine Deletion von 24 bp in der constant region 2 (CR2)
des E1a-Gens (Aminosaure 121 — 128) resultiert in einem mutierten E1a-Protein, welches
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nicht mehr in der Lage ist, an das zellulare pRB zu binden und eine effektive DNA-Replikation
in gesunden Zellen zu initiieren [11]. In einer Vielzahl von Tumorzellen ist der pRB-Signalweg
allerdings dysreguliert, sodass eine Freisetzung von aktivem E2F auch ohne die Bindung von
E1a an pRB stattfindet [12]. In diesen Zellen kann TROCEPT-01 trotz mutiertem E1a effektiv
replizieren. Eine zusatzliche frameshift-Mutation (T1) durch Einfigen eines Adenins an Posi-
tion 445 in der mit einer Immunevasion in Verbindung gebrachten E3-Region von HAdV-C5
fuhrt dazu, dass das veranderte Genprodukt E3/19K-445A gebildet wird [13]. Im Gegensatz
zum Wildtyp-Genprodukt E3/19K ist E3/19K-445A nicht in der Lage, den Transport von MHC-
Klasse |-Molekilen an die Zellmembran zu verzdégern, wodurch die infizierten Zellen besser
durch das Immunsystem, insbesondere nattrliche Killerzellen, erkannt und bekampft werden
[14].

TROCEPT-01 besitzt zusatzlich weitere Mutationen im Bereich der Strukturproteingene, wel-
che sich auf den Zelltropismus auswirken [15]. Die KO1-Mutation (S408E, P409A) im L5-Gen
fuhrt dazu, dass die fiberknob-Domane nicht mehr an den Primarrezeptor CAR binden kann
[16]. Mutationen (1421G, T423N, E424S, L426Y und E451Q) in der hypervariablen Region 7
(HVR7) im L3-Gen verhindern die Bindung von FX an das Hexon-Protein des Kapsids von
HAdV-C5 [17]. Die Mutation (RGD-to-RGE) im L2-Gen verhindert die Bindung des Penton-
Proteins im Kapsid von HAdV-C5 an av3- und avB5-Integrine [18, 19]. Somit sind durch die
Mutationen KO1, HVR7 und RGE in TROCEPT-01 alle Ublichen Wege von Zelladhasion bzw.
-infektion blockiert. Um den Zelltropismus auf Tumorzellen zu lenken, wurde das A20-Peptid
(NAVPNLRGDLQVLAQKVART) in die fiberknob-Domane eingeflhrt. Dieses Peptid leitet sich
vom Aphthovirus vesiculae (friher Maul- und Klauenseuche-Virus) ab und erméglicht eine Bin-
dung an avp6-Integrine, die haufig auf Tumorzellen Uberexprimiert sind [20-22]. Aufgrund der
verschiedenen Veranderungen im Zelltropismus ist davon auszugehen, dass TROCEPT-01
nur noch Tumorzellen effektiv infizieren kann.

Als weitere Veranderung wurde in das Genom von TROCEPT-01 das Gen fur den humanen
monoklonalen Antikorper Atezolizumab unter der Kontrolle des HCMV MIE-Promotors inse-
riert. Der Antikdrper soll die Interaktion von PD-L1 (Programmed Death-Ligand 1) und dem
Rezeptor PD-1 blockieren und somit eine Aktivierung der Immunreaktion gegen Tumorzellen
erreichen. Atezolizumab wurde sowohl von der U.S. Food and Drug Administration (FDA) [23]
als auch von der European Medicines Agency (EMA) [24] unter dem Namen Tecentriq® zur
Behandlung von verschiedenen Karzinomen als Medikament zugelassen. Bekannte haufige
Nebenwirkungen treten durch die Aktivierung des Immunsystems sowie durch die Kombination
mit anderen Krebsmedikamenten auf und umfassen u. a. Mudigkeit, Appetitlosigkeit, Schwin-
del, Erbrechen, Husten, Atemnot, Durchfall, Ausschlag, Fieber, Kopfschmerzen und Schwa-
che. Eine Expression von Atezolizumab durch TROCEPT-01 ist nur in Tumorzellen zu erwar-
ten, wobei nach der Lyse der Tumorzellen Atezolizumab lokal in der Tumorumgebung freige-
setzt wird.

Das Gen ist nicht als Nukleinsdure mit neoplastisch transformierendem Potenzial eingestuft.

In vitro-Untersuchungen in verschiedenen Zelllinien bestatigten die hohe Selektivitat von
TROCEPT-01 flr Tumorzellen mit verschieden stark ausgepragten Expressionsmustern von
avB6-Integrinen, wobei auch gezeigt wurde, dass Zellen ohne avp6-Integrine (z. B. MDA-MB-
231) kaum infizierbar waren [25].
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In der Praklinik konnte in in vivo-Untersuchungen zur Biodistribution an immunkompetenten
gesunden Mausen gezeigt werden, dass bei einer intraventsen Applikation der Indikatorvari-
ante von TROCEPT-01 (replikationsdefekt (AE1a), Luziferase als Transgen, Zelltropismus mo-
dulierende Mutationen) nach drei Tagen keine Expression des Transgens im Koérper nach-
weisbar war. Im Gegensatz dazu zeigte ein HAdV-C5-abgeleiteter Reportervektor (replikati-
onsdefekt (AE1a), Luziferase als Transgen) unter den gleichen Bedingungen eine starke Ex-
pression im Bereich der Leber und der Milz [15]. Eine zusatzliche post mortem-Untersuchung
von Leber, Milz, Lunge, Eierstocken und Herz bestatigte, dass keine Luziferase-Expression
bei der TROCEPT-01-Indikatorvariante stattgefunden hat. Untersuchungen zur Vektorauf-
nahme in den jeweiligen Geweben mittels gPCR zeigten ebenfalls, dass die Vektorgenomko-
pienzahl der TROCEPT-01-Variante zwischen 10°- und 10’-fach geringer ausfiel als bei der
HAdV-C5-Variante. In einem Xenograft-Modell mit SKOV3-Tumorzellen (humanes Ovarialkar-
zinom), welche intraperitoneal (i. p.) in immungeschwachte NOD/SCID-Mause eingepflanzt
wurden, konnte die anti-tumorale Wirksamkeit von TROCEPT-01 gezeigt werden. Die Tiere
wurden i. p. mit 1 x 10'° Viruspartikeln (vp) TROCEPT-01 oder zum Vergleich weiteren onko-
lytischen Virusvarianten (HAdV-C5) inokuliert [15]. Es zeigte sich, dass TROCEPT-01 gezielt
und effektiv die Tumorzellen infizierte und zerstérte. TROCEPT-01 wurde dabei gut vertragen
und erhéhte die Uberlebensrate der damit behandelten Tiere signifikant. Wahrend die mit den
anderen onkolytischen Virusvarianten behandelten Tiere im Schnitt nach 60 Tagen starben,
waren die mit TROCEPT-01 behandelten Tiere auch nach 101 Tagen noch am Leben und frei
von Tumoren.

TROCEPT-01 befindet sich als ATTR-01 seit Marz 2025 in einer ersten klinischen Studie (AT-
TEST, NCT06977737) der Phase 1/2 zur intravendsen Behandlung von Patienten mit soliden
Tumoren [26]. Die Studie wird im Vereinigten Kdnigreich und in Spanien durchgefiihrt. Daten
aus dieser oder anderen klinischen Studien mit ATTR-01 liegen bisher nicht vor.

Da flr die Einschatzung zur mdglichen Pathogenitat von TROCEPT-01 / ATTR-01 beim Men-
schen bisher keine Daten vorliegen, missen Daten von ahnlichen onkolytischen Viren betrach-
tet werden, welche bereits in der Klinik eingesetzt wurden. Das ebenfalls von HAdV-C5 abge-
leitete und ahnlich zu ATTR-01 konzipierte Prifprodukt DNX-2401 (A 24 bp im E1a-Gen und
RGD-to-RGE im L2-Gen) [27] wurde bereits in sechs klinischen Studien eingesetzt, wobei flnf
dieser Studien abgeschlossen sind [28]. Fur drei Studien (NCT00805376, NCT03178032,
NCT02798406) der Phase 1 bzw. 1/2 liegen Publikationen vor:

In den Studien wurden insgesamt 98 padiatrische (ab 3 Jahre) und erwachsene Patienten mit
malignen Gliomen einmalig oder mehrfach mit dem Prifprodukt behandelt. Dabei wurden zwi-
schen 3 und 5 x 10" vp DNX-2401 intratumoral verabreicht. Bei einer Vielzahl der Patienten
konnte eine signifikante Verringerung der Tumorgréfen und eine Steigerung der durchschnitt-
lichen Uberlebensrate beobachtet werden. Das Prifprodukt wurde gut toleriert und Dosis-limi-
tierende Toxizitaten wurden nicht registriert. Nebenwirkungen waren gréRtenteils mild bis mo-
derat, wobei am haufigsten Kopfschmerz, Schwindel, Verwirrung, Mudigkeit, Erbrechen, Fie-
ber sowie das Auftreten von Hirnédemen auftraten. Allerdings traten bei einzelnen Patienten
auch Hemi- und Tetraparese auf, was teilweise auch auf die operativen Eingriffe zurtickzufth-
ren sein kann [29-31].

Bisher wurden ausschlief3lich maligne Gliome behandelt. Allgemein waren die Nebenwirkun-
gen bei den Patienten mild bis moderat und haufig auch mit der Art der Applikation im Gehirn
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sowie mit dem bereits bestehenden Krankheitsbild verbunden. Die Applikationsroute be-
schrankte sich dabei auf eine lokale intratumorale Verabreichung. Eine systematische Appli-
kation fand bisher nicht statt. Zudem gibt es nur Daten von Tumorpatienten. Daten zu einer
mdglichen Pathogenitat der onkolytischen Viren auf gesunde Personen liegen nicht vor.

ATTR-01 wird im Clinical Study Registry des Vereinigten Konigreichs in die Risikogruppe 1
eingestuft [32].

Empfehlung

Nach § 5 Absatz 1 GenTSV i. V. m. den Kriterien in Anlage 1 GenTSV wird TROCEPT-01 als
gentechnischer Organismus der Risikogruppe 1 zugeordnet.

Begriindung

Fir immunkompetente Personen lasst sich aus den in praklinischen Studien gewonnenen Da-
ten sowie den Daten aus klinischen Studien fir dhnliche GVO bei der Behandlung von Tumor-
patienten keine Gefahrdung ableiten. Insbesondere die virale Replikation und die dadurch ver-
mittelte Expression von Atezolizumab sind bei gesunden Menschen deutlich geringer zu er-
warten als bei Tumorpatienten. Es ist nicht davon auszugehen, dass nicht transformierte Zel-
len effektiv infiziert werden kdnnen. Zusatzlich kdbnnen immunkompetente Personen durch vor-
herigen Kontakt zu HAdV-C5 bereits eine Immunitat aufgebaut haben, was sich in einer hohen
Seropravalenz widerspiegelt (weltweit 69 %, Europa 58 %) [33]. Beim Umgang mit dem Virus
durch geschultes Personal im Labor ist nicht von einer Gefahrdung auszugehen.
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