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Entwicklung von Tumor-selektiv wirksamen, Apoptose-
induzierenden Zytokinen der TNF Liganden Familie

Wissenschaftliche Grundlagen

Eine zentrale Zielsetzung der Krebsfor-
schung ist die Entwicklung von Therapien,
die eine gezielte Zerstérung von Tumoren
ermdglichen. Die VerknUpfung von spezi-
fischen Antikérpern mit tumortherapeuti-
schen Wirkstoffen erlaubt im Prinzip die
Herstellung von tumorselektiv wirksamen
Reagenzien. Da die Wirkstoffkomponente
solcher Reagenzien jedoch im Allgemei-
nen tumorunabhdngig aktiv ist, beruht die
tumorselektive Wirkung fast ausschlieBlich
auf Anreicherungseffekten. Das thera-
peutische Fenster wird daher ganz we-
sentlich durch die systemischen Neben-
wirkungen der Wirkstoffkomponente be-
stimmt. Neben konventionellen Radio-
und Chemotherapeutika stehen dabei
vor allem Proteine in Form von Toxinen
oder Zytokinen als Wirkstoffkomponente
fUr Antikérperkonjugate zur VerfGgung.
Aufgrund ihrer Wirkung sind Zytokine, die
direkte anti-tumorale und/oder immunsti-
mulierende Wirkungen entfalten kénnen,
besonders attraktiv. Hierzu gehodren die
Apoptose-induzierenden Liganden der
Tumornekrosefaktor (TNF)-Familie TNF,
CD?5L und TRAIL, wobei ein wichtiges Ziel
der Forschung die Vermeidung bzw. Mini-
mierung unerwunschter und Dosis limitie-
render Wirkungen an Nicht-Tumor Gewe-
ben ist. Um die therapiebegrenzenden
systemischen Nebenwirkungen von pro-
apoptotischen Zytokinen zu reduzieren,
wurde in den letzten Jahren die Herstel-
lung von Fusionsproteinen, die ein , Targe-
ting" von Zytokinen in vivo erlauben, vor-
angefrieben.
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Ziele

Grundsatzliches Ziel des Vorhabens ist es,
die Wirkung von Liganden der Tumorne-
krosefaktor (TNF)-Familie fUr tumorthera-
peutische Zwecke nutzbar zu machen,
ohne die fUr diese Zytokine typischen Ne-
benwirkungen zu induzieren. Hierzu wer-
den im Rahmen dieses Projekts mit gen-
technischen Methoden neuartige Fu-
sionsproteine entwickelt, die sich von den
derzeit zugelassenen bzw in klin. Prifung
befindlichen Liganden (TNF, CD?5L, TRAIL)
sowohl in struktureller als auch funktionel-
ler Hinsicht unterscheiden: es werden Fu-
sionsproteine entwickelt, die tumorselek-
five Wirkung Uber ,targeting” und Uber
yfargeting" abhdngige Prozessierung/ Ak-
fivierung entfalten; unabhdngig davon
wird durch Mutagenese die spezifische
Akftivitat und Rezeptorselektivitat der Fu-
sionsproteine optimiert; schlieBlich wer-
den durch gentechnische Methoden
auch die pharmakokinetischen Eigen-
schaften der Fusionsproteine gerzielt ver-
andert.

Strategie

Lytokinderivate fUr die Tumortherapie wer-
den als Fusionsproteine mit Tumor-
selektiven scFv hergestellt, wobeiin Bezug
auf die Zytokindomdane aktuell die Strate-
gie der Herstellung einzelkettiger Ligan-
den eingesetzt wird, bei dem der natirli-
cherweise als Homoftrimer assoziierteTNF
Ligand durch kurze Peptidlinker verbun-
den ist. Dieses einzelstrdngige MolekUl ist
dem natUrlichen Homotrimer funktionell
dquivalent, weist aber hohere Stabilitat
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Abb. 1: Schematische Darstellung der ,,targeting" abhdngigen Apoptose Induktion durch scFv-TNF
Liganden Fusionsproteine am Beispiel eines fumorselektiven scFv-FasL(CD95L) Fusionsproteins und dessen
tumorinhibierende Wirkung im Xenotransplantationsmodell (aus Samel et al, JBC 2003).
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auf. Durch Fusion mit weiteren Kompo-
nenten (z.B. Serumalbumine, Inhibitoren)
werden gerzielt die biologischen und/
oder pharmakokinetischen Eigenschaf-
ten dieser Fusionsproteine verdndert. Die
Evaluierung der antitumoralen Akfivitat
erfolgt sowohlin vitro in Zellkultursystemen
als auch in relevanten Tumormodellen
der Maus.

Genetic engineering of death ligands for
improvement of therapeutic activity

The death ligands TRAIL, FasL/CD?5L and
TNF are in the focus of infense preclinical
and clinical research efforts having the
aim to exploit these molecules as new
anficancer drugs. A common feature of
these ligands is that their transmembrane
form display higher and/or broader activ-
ity than their soluble counterpart. So, the
bioactivity of the soluble form of these lig-
ands ranges from being poorly active
(FasL/CD95L) to displaying a receptor
type-selective signaling capacity (TNF,
TRAIL). The presently approved or clini-
cally exploited recombinant variants of
TNF and TRAIL correspond to the soluble
frimeric form of these proteins. A further
maijor problem in clinical use of death lig-
ands is their potentially strong off target
action, which is well documented for TNF
and oligomeric FasL andimpacts their use-
fulness as cancer therapeutics. In order to
increase intrinsic bioactivity of death lig-
ands, yet restrain this to the tumor and
avoid actions on normal tissues, our work
aims at modifying these ligands by ge-
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netic engineering to reach three goals: i)
stabilization of a trimeric or multimeric or-
ganization and improvement of bio-
availibility, i) directing ligand action to
the diseased fissue through antfibody
(scFv) mediated targeting, and iii) devel-
opment of prodrugs with a particularly re-
stricted, fumor selective induction of bio-
activity.
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Abb. 2: Schematische
Darstellung der tumorselektiven
Prozessierung und Akfivierung
einer CD95L Prodrug und deren
antitumorale Aktivitét ohne
messbare systemische
Nebenwirkungen (Leberwerte
AST/ALT normal; aus Watermann
et al, Cell Death Diff 2007).
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