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1 Summary 

 

The development of more selective anticancer agents is one of the main goals of 

modern cancer research. One of the most promising avenues towards the 

development of better drugs for the therapy of cancer consists in the antibody-

mediated delivery of therapeutic agents (e.g., cytokines) to tumor sites, sparing 

normal tissues (1, 2). In this context, certain antigens in the modified tumor stroma 

and neovasculature appear to be ideal targets, in view of their abundance, stability, 

and specificity (3-6). 

 

Many proinflammatory recombinant cytokines display potent anticancer activities, but 

their preclinical and clinical use is limited due to excessive toxicities, even at low 

concentrations, preventing the administration of therapeutically active doses. 

Furthermore, cytokines typically lack the ability to preferentially accumulate at the 

tumor site following intravenous administration. Thus, the antibody-based targeted 

delivery of cytokines to the tumor environment appears to be a promising strategy for 

improving the therapeutic index of these potent anticancer agents (3, 6). One of 

these agents is the proinflammatory cytokine interleukin-2 (IL-2), which plays an 

essential role in the immune response. It has a variety of functions, including the 

stimulation of proliferation of T cells and the induction of the generation of cytotoxic T 

lymphocytes (CTLs) and natural killer (NK) cells, which specifically attack tumor cells. 

 

Our group has recently described the isolation of the human monoclonal antibody 

fragment scFv(F16), which is specific to the alternatively spliced A1 domain of 

tenascin-C and which is able to selectively accumulate at neovascular tumor sites in 

animal models of cancer (7). The F16 antibody exhibits a virtually undetectable 

staining of most normal organs (including breast), while it strongly reacts with 

neovascular and stromal components of most human breast, lung, and head/neck 

cancers (7). The overexpression of large splice isoforms of tenascin-C in breast 

cancer has been well documented (8). 
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In this thesis, we report the cloning, expression, and characterization of F16-IL2, a 

noncovalent homodimeric fusion protein consisting of the human scFv(F16) with a 

short 5-amino acid linker, fused to human IL-2. F16-IL2 displayed an excellent ability 

to selectively localize at neovascular sites in mouse xenograft models of human 

breast cancer, as evidenced by quantitative biodistribution studies performed in the 

presence or absence of preadministration of doxorubicin. Furthermore, F16-IL2 was 

found to potentiate the therapeutic action of both doxorubicin and paclitaxel in mice 

bearing subcutaneous human MDA-MB-231 breast tumors, with weight loss below 

10% for all therapy groups in the study. In addition, F16-IL2 has been found to be 

safe in cynomolgus monkeys, when used alone or in combination with doxorubicin at 

equivalent doses comparable to ones now used for clinical studies in humans. 

 

In summary, the data presented in this thesis are of clinical significance and provide 

the scientific rationale for two phase Ib studies of F16-IL2, one in patients with breast 

and ovarian cancer in combination with doxorubicin, and one in patients with breast 

and lung cancer in combination with paclitaxel, which have recently started. 
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1 Zusammenfassung 

 

Die Entwicklung von selektiveren antineoplastischen Wirkstoffen ist eines der 

Hauptziele der modernen Krebsforschung. Einer der vielversprechendsten Wege zur 

Entwicklung besserer Krebsmedikamente besteht darin, Therapeutika (z.B. Zytokine) 

mit Hilfe von Antikörpern direkt an den Tumor zu bringen, wodurch gesundes 

Gewebe geschont wird (1, 2). In diesem Zusammenhang scheinen bestimmte 

Antigene im modifizierten Tumorstroma und in neugebildeten Blutgefässen perfekte 

Ziele zu sein, besonders aufgrund ihrer hohen Expression, Stabilität und Spezifität 

(3-6). 

 

Viele proinflammatorische rekombinante Zytokine weisen eine starke 

krebshemmende Wirkung auf. Ihr präklinischer und klinischer Einsatz wird jedoch oft 

durch eine hohe Toxizität begrenzt, die meist schon bei niedrigen Dosierungen 

auftritt und eine Dosiserhöhung zu therapeutisch wirksamen Konzentrationen 

unmöglich macht. In den meisten Fällen reichern sich Zytokine nach intravenöser 

Applikation nicht bevorzugt im Tumor an. Daher scheint die gezielte Anreicherung 

von Zytokinen im Tumor durch Antikörper ein vielversprechendes Konzept zu sein, 

um den therapeutischen Index dieser sehr wirksamen Krebstherapeutika zu 

verbessern (3, 6). Einer dieser Wirkstoffe ist das proinflammatorische Zytokin 

Interleukin-2 (IL-2), das eine entscheidende Rolle in der Immunantwort spielt. Es hat 

viele verschiedene Funktionen, einschliesslich Stimulation der T-Zellproliferation, 

Induktion der Bildung von zytotoxischen T Lymphozyten und natürlichen Killer (NK) 

Zellen, welche spezifisch Tumorzellen attackieren. 

 

Unsere Gruppe hat kürzlich die Isolation des humanen monoklonalen 

Antikörperfragmentes scFv(F16) beschrieben. ScFv(F16) erkennt spezifisch die 

alternativ gespleisste A1 Domäne von Tenascin-C und weist in Tiermodellen eine 

selektive Akkumulation an neugebildeten Blutgefässen in Tumoren auf (7). Der F16 

Antikörper zeigt eine praktisch undetektierbare Färbung in den meisten normalen 

Organen (inklusive Brust), reagiert aber stark mit neugebildeten Blutgefässen und 

Stromakomponenten der meisten humanen Brust-, Lungen- und Kopf-Hals-Tumoren 
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(7). Die Überexpression der grossen gespleissten Isoformen des Tenascin-C in 

Brustkrebs ist ausführlich dokumentiert (8). 

 

In dieser Doktorarbeit wird die Klonierung, Expression und Charakterisierung von 

F16-IL2, einem nicht-kovalenten homodimeren Fusionsprotein, das aus humanem 

scFv(F16) und humanem IL-2 besteht, beschrieben. F16-IL2 war in der Lage, 

selektiv an neugebildeten Blutgefässen in Xenograftmodellen von humanem 

Brustkrebs zu akkumulieren, was in quantitativen Biodistributionsanalysen mit oder 

ohne vorherige Administration von Doxorubicin nachgewiesen werden konnte. 

Zudem wurde gezeigt, dass F16-IL2 die therapeutische Wirkung sowohl von 

Doxorubicin als auch von Paclitaxel in Mäusen mit subkutanen humanen MDA-MB-

231 Brusttumoren verstärkt, mit Gewichtsverlusten von weniger als 10% in allen 

Therapiegruppen. Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass F16-IL2 in Dosierungen, 

welche mit in klinischen Studien verwendeten vergleichbar sind, alleine oder in 

Kombination mit Doxorubicin in Cynomolgus-Affen sicher ist. 

 

Zusammenfassend sind die Daten, die in dieser Doktorarbeit präsentiert werden, von 

klinischer Bedeutung, da sie die wissenschaftliche Grundlage für zwei Phase Ib 

Studien mit F16-IL2 liefern, eine für Patienten mit Brust- und Ovarialkarzinom in 

Kombination mit Doxorubicin, und eine für Patienten mit Brust- und Lungenkrebs in 

Kombination mit Paclitaxel, welche kürzlich begonnen haben. 




