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Oncolytic virotherapy is a promising immunotherapeutic strategy in
the ongoing quest for effective cancer treatments. Anti-tumor effects
are achieved by direct destruction of cancer cells, leading to the
release of tumor antigens and the induction of an anti-tumor immune
response. Preclinical research is focused on combining and genetically
modifying oncolytic viruses to further improve their safety and poten-
cy. Here, we discuss some of the manifold approaches of viral enginee-

ring.
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B Der breiten Bevolkerung sind Viren, spa-
testens seit der Corona-Pandemie, vor allem
als Erreger von Infektionskrankheiten
bekannt. Bereits etwas weniger bekannt ist
der Umstand, dass manche Viren auch die
maligne Transformation gesunder Zellen her-
beifiihren kénnen und hierdurch ca. zwolf
Prozent aller Tumorerkrankungen verursa-
chen [1]. Doch Viren sind noch vielseitiger:
Forschung der letzten Jahrzehnte hat auch

die Nutzung von Viren in der modernen
Krebstherapie ermoglicht.

Zu Beginn des 20. Jahrhunderts wurden
erstmals Berichte von Patienten bekannt, die
nach einer viralen Infektion einen Riickgang
ihrer Tumorerkrankung erlebten [2]. Basie-
rend auf diesen Entdeckungen entwickelte
sich die Virotherapie, die den therapeuti-
schen Einsatz von onkolytischen Viren (OV)
zur Behandlung von Tumorerkrankungen

Oy

Onkolyse

untersucht. Inzwischen wird eine Vielzahl an
natiirlichen oder modifizierten onkolytischen
Virusplattformen (pra-)klinisch getestet.

Masernimpfstamm als onkolytische
Virusplattform

Eine vielversprechende Virusplattform ist
das onkolytische Masernvirus (oMeV). Das
aus der Familie der Paramyxoviridae stam-
mende negativstrangige RNA-Virus ruft in
seiner Wildtyp-Form beim Menschen die
Masernerkrankung hervor. Fiir die Virothe-
rapie werden Varianten verwendet, die sich
von den Masernimpfstimmen ableiten. Diese
Impfviren sind seit tiber fiinfzig Jahren in der
klinischen Anwendung bei Kindern und
Erwachsenen und bieten ein exzellentes
Sicherheitsprofil [3]. Weitere Vorteile der
oMeVs sind die Moglichkeit zur vielfaltigen
Modifikation des einzelstrdngigen RNA-
Genoms sowie die natiirliche Tendenz des
Virus, besonders Krebszellen zu infizieren
(Onkotropismus). Die Tumorselektivitat wird
primér durch den Entry-Rezeptor CD46 ver-
mittelt, der auf der Zelloberfliche vieler
Tumorzellen verschiedener Entititen tiber-
exprimiert wird. Dariiber hinaus sind oMeVs
sensitiv gegeniiber der antiviralen Typ-I-
Interferonantwort, welche gesunde Zellen
vor viralen Eindringlingen schiitzt. Tumor-

<« Abb. 1: Duales

Tumorzelle

onkolytisches
Masernvirus

Zytokine @
TAA/TSA
Dendritische - -

Zelle Fan

T
(Gedéchtnis)
Zelle

‘ @~

kalter Tumor

B-
(Gedéchtnis)
Zelle

BlOspektrum | 06.23 | 29.Jahrgang ¢\ Springer

Anti-Tumor Immunantwort

Funktionsprinzip der

O

immunogener Zelltod heilter Tumor

onkolytischen
Virotherapie: Neben
der direkten Zer-
storung der Tumor-
zellen (Onkolyse, 1)
wird durch die Frei-
setzung von Tumor-
assoziierten oder
-spezifischen Anti-
genen eine syste-
mische Anti-Tumor-
Immunantwort indu-
ziert (2). So wirkt die
- Virotherapie als

in situ-Vakzinierung
noch lange nach der
Beseitigung des
applizierten Virus.

in-situ Vakzinierungseffekt
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A Abb. 2: Grobe Unterteilung der therapeutischen Strategien des onkolytischen Masernvirus in
,Kombinationstherapien“ und ,Virusengineering“ mit einer Auswahl der jeweiligen Anwendungs-

gebiete.

zellen hingegen verlieren im Rahmen der
malignen Transformation oftmals ihre anti-
viralen Abwehrmechanismen, da die Deakti-
vierung jener Mechanismen und Signalwege
(aufgrund ihrer vielféltigen Wirkweise) auch
den Prozess der malignen Transformation
entscheidend begiinstigt. Interferon-sensiti-
ve OVs konnen Tumorzellen mit defekter
Interferonantwort infizieren, sich in ihnen
vermehren und sie schlieBlich lysieren. Die-
ser als Onkolyse bezeichnete Prozess bildet
eine wesentliche Saule der Virotherapie.

Mit Masernviren gegen den Krebs
impfen

Weiterfiihrend resultiert die Onkolyse in der
Freisetzung von Tumor-spezifischen (TSA)
und -assoziierten (TAA) Antigenen sowie von
immunogenen Pathogen- oder Gefahr-asso-
ziierten molekularen Mustern aus den Tumor-
zellen (Abb. 1). Dieser immunogene Zelltod
soll im Zuge der Aktivierung des Immunsys-
tems das zuvor immunologisch ,kalte®
Tumormikromilieu in ein inflammatorisches
Milieu umwandeln. Infolgedessen werden
Immunzellen zum Infektionsherd - dem
Tumor - gelockt und kénnen dort eine spezi-
fische anti-tumorale Immunantwort einleiten
(adaptives Immunsystem). Man beschreibt
dieses Konzept als ,,in situ-Vakzinierung“, da
die Erkennung von TSA/TAA durch Lympho-
zyten zur Ausbildung eines gegen den Tumor
gerichteten immunologischen Gedachtnisses
fiihren kann [4]. Ziel ist es, durch die ausge-

bildeten T- und B-Gedachtniszellen, im Sinne
eines Krebsimpfstoffs, einen nachhaltigen
Schutz vor der Riickkehr des Tumors zu
generieren.

In unserer Abteilung testen wir verschie-
dene Strategien zur Steigerung der therapeu-
tischen Effizienz des oMeV (Abb. 2). Ein
Fokus liegt hierbei auf der Kombination von
OVs mit anderen Therapien: Da keine Kreuz-
resistenzen der oMeVs beschrieben sind,
untersuchen wir u. a. Chemo-, Radio- und
Immuntherapien auf synergistische Effekte
mit oMeVs. AuBerdem beschiftigen wir uns
mit verschiedenen Aspekten des ,Virusengi-
neering“, also der gezielten Veranderung des
oMeV-Genoms via Reverser-Genetik-Technik.

Bewaffnete Masernviren: arming

Beim arming dient das oMeV als Vektor the-
rapeutischer Transgene, die durch den Onko-
tropismus gezielt im Tumormikromillieu
exprimiert werden. In vergangenen Arbeiten
in unserer Abteilung wurden entsprechend
oMeVs codierend fiir Interleukin-12/15 [5]
oder CTLA4- und PD-L1-Antikorper [6] gene-
riert, welche verbesserte (immuno-)therapeu-
tische Effekte erzielen konnten. Neben
immunmodulatorischen Transgenen konnen
beispielsweise auch Prodrug-Konvertasen
durch oMeV exprimiert werden, die zur
tumorselektiven Aktivierung von Chemothe-
rapeutika fiihren [7]. Unter dem Aspekt des
arming berichteten wir auBerdem erstmals
von oMeVs, die funktionale microRNAs

(miRNAs) exprimieren [8]. Wir entwarfen ein
oMeV, das eine miRNA-Expressionskassette
im Genom tréagt, die je nach gewiinschter
Zielsequenz angepasst und so vielseitig ein-
gesetzt werden kann. Dabei wird die priméare
microRNA (miRNA) durch das Virus expri-
miert und anschlieBend von der zelluldaren
RNAi-Maschinerie zu reifer miRNA prozes-
siert. Um die Strategie grundlegend zu testen,
konstruierten wir eine artifizielle, viral
codierte miRNA auf Basis der endogenen
miR-122 (MeVami-122). Nach Infektion von
Tumorzellen mit dem viralen Konstrukt
konnte die Expression sowohl primérer als
auch reifer miR-122 gezeigt werden.

Fiir die funktionale Charakterisierung der
miRNAs nutzten wir ein Plasmid-System,
welches eine Renilla-Luziferase codiert. Hin-
ter der eigentlichen Protein-codierenden
Sequenz in den 3‘ untranslatierten Regionen
(3*-UTR) der Renilla-Luziferase wurden drei
miRNA target sites der MeVami-122 inkorpo-
riert. Hierdurch ist die Reduktion der leicht
messbaren Luziferase-Aktivitat direkter Indi-
kator fiir die Funktionalitdat der miRNAs. Das
virale Konstrukt mit MeVami-122 reduziert
die Luziferase-Aktivitat deutlich, was die
grundlegende Funktionalitit der oMeV-
codierten miRNAs beweist. Allerdings zeigt
sich die Knockdown-Effizienz eines miR-122-
Kontroll-Plasmids der des Virus noch iiberle-
gen (Abb. 3B). Ursidchlich konnte sein, dass
die Menge an reifer miRNA, die durch das
Kontroll-Plasmid generiert wird, deutlich
groBer ist. Die Aussagekraft dieses Assays
iiber die tatsdchliche Ausschaltung endoge-
ner Gene ist jedoch limitiert, da die Luzifera-
se-Expression in diesem System einem
potenten Promotor unterliegt, was zu unphy-
siologisch hohen Mengen an mRNA fiihrt.
Viral codierte, reife miRNAs waren in gerin-
geren physiologischen Konzentrationen
nachweisbar. Unser nachstes Ziel besteht in
der Auswahl und dem anschlieBenden
miRNA-basierten Knockdown von Tumorzell-
Proteinen, welche die virale Replikation oder
die Induktion einer antitumoralen Immun-
antwort supprimieren. Somit soll eine ver-
besserte therapeutische Effizienz der modifi-
zierten oMeVs erreicht werden.

Herstellung Tumor-spezifischer
Masernviren: post-entry targeting

Als weitere engineering-Strategie dient targe-
ting dazu, das Virus zielgerichteter zu
machen und so unerwiinschte off-target-Wir-
kungen und Toxizitat zu reduzieren. Entwe-
der kann der Eintritt (entry) in gesunde Zel-
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A Abb. 3: Funktionalitat von microRNA-Zielsequenzen bzw. Expressionskasetten im oMeV-Kontext. A, Konstruktabhéngige Hemmung der oMeV-Repli-
kation durch Zugabe von miRNA: Griin fluoreszierendes Protein wird vom Virus codiert und ist im Beisein der miRNA (untere Bilder) in den ersten drei
viralen Konstrukten deutlich reduziert. Die charakteristische Bildung von multinukledren Zellkomplexen (Synzytien) ist ebenfalls weniger ausgepragt.
Aus [11]. B, Luziferase-Assay zur funktionalen Charakterisierung Virus- und Plasmid-codierter miRNA: Die Luziferase-Aktivitét ist in Présenz eines
miRNA-codierenden Virus (MeV |d-MeVami-122 H-EGFP) oder des entsprechenden Plasmids (pCG miR-122) im Vergleich zum Kontroll-Virus (MeV |d-EGFP)

reduziert. Der Graph zeigt den Mittelwert und die Standardabweichung der unabhéngigen Replikate. Adaptiert von [8].

len minimiert oder die Replikation auf post-
entry-Ebene eingeschrankt werden.

Beispiel einer post-entry targeting-Strategie
ist der Einbau von ,miRNA target sites“
(miRTS) in das virale Genom. Grundlage ist,
dass sich miRNA-Expressionsprofile zwi-
schen transformierten und gesunden Zellen
unterscheiden. Analog zum System der
RNA-Interferenz (RNAi) unter physiologi-
schen Bedingungen, werden Zielsequenzen
von in Krebszellen herunterregulierten
miRNAs in der 3‘-UTR hinter einem der im
Virusgenom codierten Proteine eingebaut.
Die zelluldre RNAi-Maschinerie kann nun
aufgrund der unterschiedlichen miRNA-
Expression die entstehenden viralen mRNAs
in gesunden, aber nicht in Tumorzellen,
schneiden oder deren Translation inhibie-
ren, was die virale Replikation schlussend-
lich inhibiert. Daraus ergibt sich eine weite-
re Ebene der Tumorselektivitit und somit
erhohte Sicherheit des Vektors fiir die klini-
sche Anwendung.

Die prinzipielle Funktionalitit dieser
Herangehensweise zeigten wir erstmalig fir
das oMeV, indem wir die miRTS der in Glio-
blastomen herunterregulierten miR-7 im
viralen Genom inkorporierten [9]. Das
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miRTS-tragende Virus repliziert in Glioblas-
tom-Zelllinien sowohl in vitro als auch in vivo
unverdndert, ist in primédren humanen (nicht
transformierten) Hirnexplantaten aber stark
in seiner Replikation gehemmt. Nach diesem
proof of principle entwickelten wir die Strate-
gie weiter: Wir erzeugten oMeVs, die mehre-
re gewebespezifische miRTS enthielten, um
maximalen Schutz vor off-target-Infektionen
zu erhalten [10]. Dies ist insbesondere fiir
eine systemischen Gabe der viralen Vektoren
relevant. Wir konnten zeigen, dass das so
konstruierte Virus in Prasenz der entspre-
chenden miRNAs deutlich inhibiert ist, und
somit potenziell eine off-target-Replikation in
mehreren Geweben simultan reduziert wer-
den kann. Wir vermuteten, dass der Ort, an
dem die miRTS im viralen Genom inkorpo-
riert ist, einen entscheidenden Effekt auf die
Effizienz der Replikationshemmung hat und
inserierten die miRTS an verschiedenen Stel-
len des viralen Genoms. Tatsdchlich fiihren
friih (proximal in der Ndhe des 3’-Endes) im
viralen Genom positionierte miRTS zu einer
effizienteren Hemmung der viralen Replika-
tion (Abb. 3A, [11]). Dies entspricht auch
dem Transkriptionsgradienten des oMeVs,
der dafiir sorgt, dass Gene starker transkri-

biert werden, je ndher sie am 3-Ende des
Genoms liegen.

SchlieBlich zeigten wir auch, dass die
Kombination aus miRTS-(de)targeting mit
einer arming-Strategie moglich ist: Ein von
uns konstruiertes oMeV, das fiir eine Chemo-
therapie-aktivierenden Prodrug-Konvertase
codiert und eine miRTS im Genom trigt, zeigt
virale Replikationshemmung in Prasenz der
miRNA in vitro sowie synergistische Effekte
mit Prodrug-Gabe in vivo [7].

Ausblick

Neben diesen Beispielen unserer praklini-
schen Arbeit, liegt ein groBer Fokus unserer
Abteilung auf der Translation neuartiger
Virotherapie-Konzepte. Nachdem 2015 mit
Imlygic® (Talimogen laherparepvec), einem
GM-CSF exprimierenden Herpes-simplex-
Virus, das erste OV die klinische Zulassung
zur Behandlung des malignen Melanoms
erlangte, arbeiten wir stetig an der Erweite-
rung Kklinisch verfiigbarer Virotherapien. Bis
Ende 2023 haben wir an unserem Zentrum
bereits 12 klinische Studien mit insgesamt
8 verschiedenen OVs durchgefiihrt bzw. ini-
tiiert. Der fiir 2024 anvisierte Start einer kli-
nischen Studie mit einem in-house entwi-
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ckelten oMeV, ist dabei ein Meilenstein. Wir
hoffen so unserem Ziel wieder ein Stiick
naher zu kommen: Die Virotherapie als eine
neue Form der modernen immun-onkologi-
schen Therapie klinisch zu etablieren, von
der eine Vielzahl an Patienten profitieren
kann. |
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Die klinische Kooperationseinheit Virotherapie (www.dkfz.de/de/virotherapie) des Deutschen Krebsfor-
schungszentrums (DKFZ) in Heidelberg unter der Leitung von Prof. Dr. Dr. Guy Ungerechts entwickelt und
erforscht neue Therapiestrategien aus dem vielseitigen Feld der onkolytischen Virotherapie. Die Arbeits-
gruppe um PD Dr. Dirk M. Nettelbeck beschéftigt sich mit der Entwicklung neuer Virotherapeutika auf
Basis des Adenovirus. Die Arbeitsgruppe um Dr. Dr. Mathias F. Leber mit Sitz am Nationalen Centrum fiir
Tumorerkrankungen (NCT) in Heidelberg konstruiert, kombiniert und translatiert Virotherapeutika mit
besonderem Fokus auf onkolytischen Masernviren.
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