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ZUSAMMENFASSUNG

Seit seiner Entdeckung al's antitumorales Agens ist es trotz intensiver Forschung
bisher nicht gelungen TNF zur konventionellen Tumorbehandlung einzusetzen.
Nur bei einer speziellen Therapieform, der isolated limb perfusion (ILP), kann
TNF heute erfolgreich zur Behandlung von Weichteilsarkomen und Melanomen
der Extremitéten angewandt werden. Die tumornekrotische Wirkung von
l6slichem TNF ist in vieden Tumormodellen bereits eingehend untersucht
worden. Da |6gliches TNF aber nur den TNF-R1, nicht aber den TNF-R2
effektiv stimulieren kann, ist die Rolle des TNF-R2 hierbei unklar. Einige Daten
deuten alerdings daraufhin, dass eine adaquate Aktivierung des TNF-R2 zu
einer deutlichen Verstarkung der Tumornekrose filhren konnte. Die Uber-
prifung huTNF-R2 spezifischer Reagenzien auf ihre antitumorale Wirksamkeit
ist alerdings aufgrund der Speziesspezifitét, humanes TNF bindet nur an den
murinen TNF-R1 und nicht an den murinen TNF-R2, in konventionellen Tumor-
modellen nicht moglich. Daher sollten huTNF-R2 transgene Tiere im ILP-
Modell der Ratte sowie im Tumormodell der Maus eingesetzt werden. Dieser
Ansatz bot als weiteren Vorteil die Mdglichkeit, die Beteiligung beider TNF-
Rezeptoren bel der TNF-vermittelten Tumornekrose zu untersuchen.

Ein Ziel dieser Arbeit stellte somit die Generierung huTNF-R2 transgener
Ratten dar. Die Charakterisierung der Nachkommen eines transgenen Founder-
Tieres, das auf die klassische Art via Mikroinjektion eines ca. 70 kb grof3en
genomischen DNA-Fragmentes entstanden war, ergab, dass die Expression des
huTNF-R2 zu gering und/oder nicht funktionell war. Aus diesem Grund wurden
diese Tiere nicht fur weitere Studien eingesetzt.

In einem weiteren Teil dieser Arbeit wurde zunéchst ein subkutanes Tumor-
modell in huTNF-R2 transgenen Méausen der Linie TgE1335 etabliert. In diesem
wurden zwel Therapieansatze mit unterschiedlichen Reagenzien Uberpriift. Die
kombinierte Applikation eines huTNF-R2-spezifischen, agonistischen Anti-
korpers (MR2-1) mit l6slichem huTNF, die zur Stimulation beider Rezeptoren
fuhren sollte, zeigte keine Wirkung auf das Tumorwachstum. Allerdings wurde
spéater festgestellt, dass nur Antikorperaggregate agonistische Eigenschaften
aufwiesen, sodass von einer verénderten Pharmakokinetik ausgegangen werden
musste, die sich vermutlich negativ auf das Ergebnis dieses Therapieansatzes
auswirkte. Ein TNF-Fusionsprotein, das sich aus huTNF und einem human
spezifischen Antikorper zusammensetzte, besal3 in vitro im Vergleich zu
l6slichem TNF sowohl auf dem TNF-R1 wie auch auf dem TNF-R2 eine
stérkere Aktivitét. Die Bindung an das Antigen war hierfir nicht essentiell. In
vivo wies dieses TNF-Derivat nach einer i. v. wie auch einer i. p. Applikation
eine deutlich stérkere antitumorale Wirkung al's 16sliches huTNF auf. Diese war
durch die Induktion von starken hdmorrhagischen Nekrosen charakterisiert,
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welche nach einer Behandlung mit huTNF kaum beobachtet wurden. Die
verstérkte antitumorale Wirkung war eindeutig der Beteiligung des TNF-R2 zu-
zuschreiben, da nur transgene Tiere diese charakteristischen Merkmale aufwie-
sen. Beide therapeutischen Ansétze fihrten alerdings auch zu einer TNF-R2-
vermittelten Verstérkung der systemischen Nebenwirkungen, sodass sich auf-
grund dieser Befunde die Entwicklung von Reagenzien zur zielgerichteten,
effektiven Aktivierung beider Rezeptoren im Tumor, speziell im Tumorendo-
thel, a's notwendig erweist.

Ein weiterer Befund dieser Arbeit wurde bel der Etablierung eines Lungen-
metastasenmodells in huTNF-R2 transgenen Mé&usen der Linie TgE1335
gemacht. Diese Tiere entwickelten innerhalb von ca. 3 Wochen keine bzw.
kaum induzierte Lungenmetastasen, wohingegen Lungen von Wildtyp-Tieren
ein massives Tumorwachstum aufwiesen. Bereits 4 Tage nach einer Tumorzell-
injektion waren in diesen Tieren signifikant weniger Lungenmetastasen nach-
weisbar. Sowohl FasL as auch IFNy konnten mal3geblich an diesem Effekt
beteiligt sein. FasL mMRNA war sowohl in der Milz als auch in der Lunge von
transgenen Tieren hochreguliert. Milzzellen dieser Tiere zeigten in vitro stérkere
zytotoxische Aktivitét auf Fas-positiven Zellen. Ebenso produzierten transgene
Milzzellen deutlich mehr IFNy as Milzzellen nicht transgener Tiere. Weiterhin
deutet eine erhthte mMRNA-Expression von IL-10 und IL-12 darauf hin, dass
diese Zytokine ebenfalls bei der Verhinderung der Metastasierung beteiligt sind.
Somit konnte eine Beteiligung des TNF-R2 bei der Tumorabwehr aufgezeigt
werden, die, wie es scheint, mit der Induktion von zytotoxischen Effektormecha:
nismen sowie immunregulatorischen und antiangiogenen Funktionen zusam-
menhéngt.
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SUMMARY:

Since the discovery of TNF as a potent antitumor agent much effort has been
done to establish a clinical application of TNF where toxic side effects are
missing or at least tolerable. However, this has so far been of limited success.
Only in rare cases, where a specialized treatment protocol can be applied, the so
caled isolated limb perfusion (ILP), TNF can be used in combination with
melphalan via a separated circulation of the tumor bearing limb. In this setting,
systemic side effects of TNF are circumvented and treatment of melanoma and
soft tissue sarcoma is very successful. Extensive research has been done with
soluble TNF, a good activator of TNF-R1, but a poor agonist of TNF-R2 and so
the role TNF-R2 plays in TNF-mediated tumor necrosis is still not clear. There
are some hints that an effective activation of both receptors could lead to
increased tumor necrosis in vivo. In order to test reagents aiming at application
in man and for investigation of the involvement of both receptors in TNF
mediated tumor necrosis, tumor models in huTNF-R2 transgenic animals had to
be established. Transgenic mice aready existed whereas transgenic rats, which
were planned to be used in the animal model of ILP, had to be generated. The
analysis of offsprings of one transgenic founder which originated via micro-
injection of a genomic DNA fragment of about 70 kb resulted in very low
transgene expression. In addition, due to missing sequences of exon 9 detected
by PCR analysis, huTNF-R2 expression was thought to be functionally defect.

In order to establish a tumor model in huTNF-R2 transgenic TgE1335 mice,
four different cell lineages were tested for subcutaneous growth in these
animals. All of them grew comparably in transgenic and non transgenic mice but
only tumors originating from NCTC cells formed progressive tumor mass. In
this tumor model two different strategies for therapy were tested. After
application of a huTNF-R2 specific agonistic antibody (MR2-1) combined with
huTNF, which should result in effective activation of both TNF receptors, tumor
growth did not differ from that of control treated mice. This was independently
of route of application (i. v. or i. p.) and co- or prestimulation. Retrospective
characterization of MR2-1 showed that agonistic properties in vitro were
dependent on formation of aggregates, whereas divalent antibodies lacked this
activity. Therefore ineffectiveness in this treatment protocol obviously resided in
the intrinsic features of the antibody chosen than to the concept of therapy itself.
As soon as new powerful agonistic huTNF-R2 specific antibodies are available
repeating this strategy of treatment would be of interest.

A TNF fusion protein, consisting of a human antibody and TNFa, displayed
superior activity on both TNF receptors compared to soluble TNF in vitro.
These properties where independent of antigen binding via the antibody moiety
which was confirmed by competition experiments and use of antigen negative
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cells. In tumor therapy this fusion protein showed significantly better antitumor
activity than soluble TNF either after i. p. or i. v. application. As this outcome
was evident only in huTNF-R2 transgenic mice and not in equally treated non
transgenic mice, huTNF-R2 was clearly essential for the enhanced antitumor
effect. The i. p. injection of this reagent was somewhat more effective than
application via the tail vein, since only i. p. treatment induced complete
regression. In addition this way of application led to wesker systemic toxicity,
preventing lethal outcome. Overall, treatment with this TNF fusion protein
clearly showed that stimulation of both receptors can lead to significantly
stronger induction of tumor necrosis than activating mainly TNF-R1. But, as
toxic side effects where obvious with both reagents tested, development of new
therapeutic approaches for targeted activation of both TNF receptors in tumor
areais necessary.

During establishment of another transplantable tumor model it turned out that
huTNF-R2 transgenic mice expressing 4-5-fold higher levels of transgene than
endogenous TNF-R2 were able to suppress lung metastases whereas wildtype
mice developed extensive tumor mass. This has been verified in two distinct
transplantable tumor models. Even 4 days after tumor cell injection, differences
in the number of growing metastases were obvious. Investigation of possible
mechanisms pointed out that FasL and IFNy could be good candidates mediating
this effect. FasL mMRNA was found to be upregulated about 2-fold in transgenic
spleen and lung. In addition spleen cells of these mice displayed more potent
cytotoxic activity towards Renca cells, which where stimulated for Fas
expression by incubation with TNFa and IFNy. Furthermore huTNF-R2
transgenic cells, activated with ConA or plated on y-irradiated Renca cells,
produced higher IFNy levels in culture medium than nontransgenic spleen cells.
Another cytokine being strongly upregulated was IL-10. In transgenic lung
mMRNA expression was about 4-fold higher and mRNA levels of spleen
increased up to 8-fold compared to nontransgenic animals. 1L-10 which is
known to be a potent antiinflammatory and immunesuppressive cytokine, has
also been shown to have antiangiogenic activity. Finally, expression levels of
both subunits of IL-12 were upregulated in transgenic lung. By inducing
proliferation, cytotoxic activity and IFNy production of T and NK cells IL-12
might also play arole in resistance to lung metastases. These results demonstrate
a possible involvement of TNF-R2 in defense mechanisms against cancer such
as cytotoxic effector, immunregulatory and antiangiogenic functions.





