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Glucose-Oxidase (GOD)-Test zur Bestimmung der Glucose-Konzentration
wdhrend der Herstellung eines rekombinanten Antikérpers in der Zellkultur.

(A) Synthetisches Peptid zur patientenindividualisierten Immuntherapie hergestellt
im Wirkstoffpeptid-Labor der Abt. Immunologie der Eberhard Karls Universitat.

(B) Erster therapeutischer Antikdrper aus der Produkt-Pipeline der Sektion fur
Experimentelle Antikdrpertherapie hergestellt in der GMP-Produktionseinheit

der Eberhard Karls Universitat TUbingen.

(A) Analyse eines an der Eberhard Karls Universitat TUbingen produzierten,
gentechnisch optimierten anti-Leuk&mie Antikdrpers.
(B) Vergleich mit einem zugelassenen, konventionellen Antikdrper.
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Abb. 1

Abb. 2

Patientenindividuelle Impfstoffe gegen Krebserkrankungen kédnnen bald im
universitatseigenen GMP-Zentrum hergestellt werden.

Abb. 1 zeigt den Bauplan des sich derzeit noch im Innenausbau befindlichen
"GMP-Zentrums fUr patientenindividuelle Substanzen” der Universitat Tibingen.
Abb. 2 zeigt den momentanen Stand des Gebdudes kurz vor Fertigstellung. Im
Sommer 2010 wird das GMP-Gebdude bezugsfertig sein.

Das “GMP-Zentrum fir patientenindividuelle Substanzen” gibt es in dieser Form
an keiner anderen Universitat und ist weltweit einmalig!
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Meine sehr geehrten Damen und Herren,

die Eberhard Karls Universitat TUbingen ist stolz auf inre exzellente immunologische
Forschung und sieht das Netzwerk TransLimm als ein herausragendes Allein-
stellungsmerkmal der Universitat. Das Netzwerk dient zum einen dazu, grundlagen-
wissenschaftliche Erkenntnisse in die klinische Anwendung zu bringen. Zum
anderen sollen Fragestellungen aus der klinischen Beobachtung heraus neue
Ideen und Hypothesenin der Grundlagenforschung generieren.

Translationale Forschungsansétze haben fir unsere Universitat generell eine groBe
Bedeutung. Im Netzwerk TransLimm fUhren sie nicht nur zur Entwicklung neuer
Produkte und innovativer Therapieformen, sondern sie beférdern auch wirtschaft-
liche Entwicklungschancen durch die Ausgrindung von Unternehmen aus der
Universit&t. HierfUr gibt es bereits sehr erfolgreiche Beispiele.

Ein weiterer wichtiger Schritt ist die im Sommer 2010 erfolgende Inbetriebnahme
des ,,GMP-Zentrums fUr patientenindividuelle Substanzen', eine universitdre
Einrichtung fUr Wissenschaftlerinnen und Wissenschaftler und ihre klinischen
Partner. TransLimm nutzt dieses GMP-Zentrum, um weltweit erstmals patientenindi-
viduelle Impfstoffe gegen Krebserkrankungen herzustellen.

AbschlieBend modchte ich allen Dank sagen, die das Netzwerk TransLlimm mit
groBem Engagement ins Leben gerufen haben und weiterhin auf Erfolgskurs hal-
ten.

A £ __

Professor Dr. Bernd Engler
Rektor der Eberhard Karls Universitét TGbingen




Liebe Leserinnenund Leser,

Die Immunologie ist seit langem einer der erfolgreichsten und starksten
Forschungsschwerpunkte der Medizinischen Fakultadt. Die molekularen
Grundlagen der Immunologie, die angeborene wie die adaptive Immunologie,
die Tumorimmunologie und die Infektionsimmunologie sind wissenschaftlich
vertreten und bilden die Grundlagen des Konzepts des ,,Centers for Translational
Immunology*, kurz TransLimm.

DasImmunsystemist bei sehr vielen Krankheiten beteiligt. Obgleich groBe Erfolge in
der Grundlagenforschung der Immunologie weltweit erzielt wurden, sind viele
klinische Probleme nicht geldst: insbesondere fur Infekfionskrankheiten,
Krebserkrankungen, Allergien und inflammatorische Krankheiten werden neue
therapeutische Ansatze gesucht.

Das Ziel unseres hochkardétig besetzten ,,Centers for Translational Immunology* ist
visiondr: adaptive und nicht-adaptive Immunabwehr, Tumorimmunologie,
Impfstoff- und Antikérperentwicklung und -therapie sowie die innovative, weltweit
einzigartige Strategie der ,Individudlisierten Immuntherapie” sollen einen
entscheidenden Durchbruch bei der Behandlung von Krebserkrankungen
erbringen.

Die Voraussetzungen dafir kdnnten nicht besser sein: Die effektfive Verbindung
von exzellenter Grundlagenforschung und klinischer Forschung — translationale
Forschung - wird in unserer Fakultdt in enger Verbindung mit dem
Universit&tsklinikkum TUbingen seit Jahren geférdert und gelebt.

Im Bereich der Impfstoffentwicklung sind durch Ausgrindungen aus der Abteilung
Immunologie von Prof. Rammensee in Kooperation mit den klinischen Abteilungen
Klinische Phase I- und lI-Studien durchgefuhrt und vielversprechende Erfolge erzielt
worden. Wenn es gelingt, die Grundlagenforschung weiterhin konsequent in
erfolgreiche klinische Anwendungen umzusetzen, werden sich nachhaltige
Entwicklungen mit groBem Nutzen fUr die Gesellschaft ergeben.

Unsere exzellente Forschungsinfrastruktur mit starken Facilities fOor Genomics,
Transcriptomics und Proteomics, Imaging sowie das in Deutschland einzigartige
GMP-Zentrum zur Herstellung innovativer MolekUle ebnen uns den Weg, um
TransLimm als internationales Zentrum und Kooperationspartner fir in- und
auslé@ndische universitGre und auBeruniversit@re Forschungsinstitutionen sowie
Pharmaunternehmen zu profilieren.

Das Immunsystem besitzt selbst die Fahigkeit, Tumoren zu erkennen und gezielt zu
zerstéren. Dieses Potential selektiv zu nutzen und daraus Medikamente und
Therapieformen zu entwickeln und klinisch umzusetzen, ist ein hochgestecktes und
lohnendes Ziel. Wissenschaftler und Arzte von TransLimm sind auf dem besten
Weg dorthin.

/hé "z

Prof. Dr.med.Ingo B. Autenrieth
Dekan Medizinische Fakultat

I
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Vorwort

Das Zentrum fiur Translationale Immunolo-
gie ,TransLimm*

Unsere Mission ist es, Ergebnisse aus einer
exzellenten immunologischen Grundlo-
genforschung in die Klinik zu transferieren,
um innovative Wege in der Therapie
beschreiten zu kbnnen. Unsere Bestrebun-
gen sollen dazu dienen, den Graben
zwischen Grundlagenforschung und
klinischer Anwendung zu Uberwinden, der
heute durch viele logistische Probleme
sehr tief geworden ist (s. auch: Butler D.
Translational research: crossing the valley
of death. Nature. 2008 453(7197):840-2).

Brlcken bauen fir eine Medizin von
Morgen:

Das Netzwerk TransLimm wurde initiiert,
um moglichst rasch und effektiv das
erworbene Wissen aus der immunologi-
schen Grundlagenforschung unmittelbar
in die Behandlung von Tumor- und Auto-
immunerkrankungen einflieBen zu lassen.
Durch die Verbindung von exzellenter
Grundlagenforschung mit der klinischen
Anwendung wollen wir vor allem die
Bereiche Vakzinierungen/Impfstoffent-
wicklung und die Immuntherapie mit
innovativen Substanzen (synthetische
Peptide, RNA) und mit Bestandteilen des
Immunsystems (Zytokine, Antikérper,
Zellen) zielgerichtet vorantreiben. Das
Immunsystem besitzt im Prinzip die Fahig-
keit zur gezielten Erkennung und Zersto-
rung bodsartiger Tumoren. Wenn es ge-
lingt, diese Fahigkeit zu nutzen, verspre-
chen Immuntherapien in der Zukunft
effiziente und den Standardtherapien
Uberlegene Verfahren fUr die Behandlung
von Krebserkrankungen zu werden.

Andererseits kann das Immunsystem aber
auch irrtUmlich Angriffe auf kérpereigene
Zellen und Strukturen ausfUhren und diese
dadurch zerstdren. Dieser Prozess kann zu
Autoimmunerkrankungen fGhren. Etwa 60
Autoimmunkrankheiten sind derzeit be-
kannt. Hierzu gehdren zum Beispiel die
rheumatische Arthritis oder die Multiple
Sklerose. Bisher gibt es nur unzureichende
Medikamente bzw. Therapieformen, mit
denen Autoimmunerkrankungen erfolg-
reich behandelt werdenkdnnen.

Translationale Forschung bedeu-
tet fUr uns, dass Kliniker und Grundlagen-
forscher eng miteinander zusammenar-

beiten. Dies ist in TUbingen besonders gut
moglich, da sich exzellente Grundlagen-
und innovative klinische Forschung in
direkter raumlicher Nachbarschaft befin-
den. Wissenschaftler entwickeln auf der
einen Seite neue Ansdtze und Methoden
im Labor mit dem Ziel, diese auch in die
.Klinik"* Ubertragen zu kdénnen. Arzte
geben auf der anderen Seite klinische
Beobachtungen von behandelten Pa-
tienten zurGck in das Labor und sorgen
damit fur eine direkte RUckmeldung, die
zu neuen DenkanstdBen in der Grundla-
genforschung und zu neuen Therapieprin-
zipien fuhren konnen. Klinisch relevante
Fragestellungen bilden so eine fruchtbare
Symbiose mit hypothesengeleiteter,
experimentellerinnovativer Forschung.

Warum ein Zusammenschluss der Tibin-
ger Immunologen zu einem Netzwerk?

TransLimm soll einen spuUrbaren Beitrag
leisten, herausragende Forschungsergelb-
nisse der immunologischen Grundlagen-
forschung der Eberhard Karls Universitat
TUbingen in neue, innovative Arzneimittel
bzw. Impfstoffe zur Behandlung von
Krebserkrankungen oder gegen Erkran-
kungen des Immunsystems umzusetzen.
Die medizinische und naturwissenschaftli-
che Forschungskompetenz des Netzwer-
kes im Bereich Immunologie in der Region
TUbingen wird zus&tzlich durch die Einbin-
dung regionaler Biotech-Unternehmen
gestarkt. Dadurch Ubernimmt TransLimm
eine innovative Rolle bei der Schaffung
zukunftsorientierter Arbeitsplatze und der
Standortbindung oder gar der Neuan-
siedlung von Biotechnologieunterneh-
men in dieser Region. TransLimm vereinigt
interdisziplinére Infrastrukturen mit Berei-
chen, die eine langjdhrige Expertise in der
franslationalen Forschung haben, zu
einem einzigartigen regionalen Netzwerk.

Die Funktion von TransLimm:

Die Expertise der Tubinger Grundlagenfor-
scher im Bereich Immunologie liegt vor-
wiegend in den Bereichen adaptive
(erworbene) und nichtadaptive (ange-
borene) Immunabwehr, Tumorimmunolo-
gie, Impfstoffentwicklung, Antikérperent-
wicklung und —therapie und vor allem in
der Untersuchung der Bedeutung von
genetischen Polymorphismen fur die



individualisierte Immunantwort  (Immun-
genetik). Die Ergebnisse der Grundlagen-
forschung werden mit Hilfe des Trans-
Limm-Netzwerkes moglichst rasch und
effizient in klinische Therapieansdtze
Ubersetzt (,franslatiert”). So bringt die
Grundlagenforschung innovative Ideen
und Therapieformen in die klinischen
Bereiche Therapie von bodsartigen Tumo-
ren (Krebsimmuntherapie), Therapie von
Autoimmunerkrankungen, Therapie von
Infekfionserkrankungen und in den Be-
reich Kontrolle unerwinschter Immunre-
aktionen.

Dass das Prinzip der franslationalen Immu-
nologie im Netfzwerk TransLimm funktio-
niert, zeigen zum einen die zahlreichen
klinischen Studien, die in TUbingen inifiiert
und zum Teil weltweit erstmals durchge-
fOhrt wurden, zum anderen aber auch die
erfolgreichen Firmenausgrindungen
(wSpin-offs*) von immatics biofechnolo-
gies und CureVac unter Beteiligung der
Abteilung Immunologie der Eberhard
Karls Universitat.

Einzigartig in Europa und der ganzen Welt
ist die TUbinger Strategie einer sogenann-
ten ,individualisierten Immuntherapie*,
die fUr die Bek&mpfung bosartiger Tumore
entwickelt und angewendet werden soll.
Krebszellen unterscheiden sich von nor-
malen Zellen immer durch eine Reihe von
Verdnderungen, etwa durch die falsche
Expression von Genen, die im Normalge-
webe nicht vorgesehen sind, oder durch
Uberexpression von normalen Genen, vor
allem aber durch Mutationen in der Erb-
substanz. Das Immunsystem kann diese
Verdnderungen als ,Krebsantigene"
erkennen. Bei den meisten Krebserkran-
kungen erfolgt jedoch keine oder nur eine
unzureichende Immunreaktion des Kor-
pers gegen den Tumor, da sich Krebszel-
len gegen die koérpereigene Immunalb-
wehr mit einer Reihe von GegenmalBnah-
menwehren kdénnen.

Ziel der Immuntherapie bei Krebs ist es,
eine wirksame Immunreaktion gegen die
vorhandenen Krebsantfigene hervorzuru-
fen. Dass dies im Prinzip funktioniert, zei-
gen viele Vakzinierungsstudien in den
vergangenen 15 Jahren, wobei allerdings
in aller Regel nur ein einziges Krebsantigen
eingesetzt wurde, und dies meist auch aus
der Gruppe der falsch oder Uberexpri-

mierten Genprodukte. Die Immunantwort
gegen solche Antigene ist eher schwach
ausgepragt. Gegen Mutationen ist dage-
gen eine viel starkere Immunantwort zu
erwarten. Allerdings sind diese Mutatio-
nen bei jedem Patienten individuell ver-
schieden. Bisher galt es als unmdglich, die
mutierten Peptide fUr jeden einzelnen
Patienten zu ermitteln und fUr therapeuti-
sche Zwecke einzusetzen. Unser Ziel ist es
nun, diese Verdnderungen jeweils indivi-
duell zu identifizieren und moglichst viele
davon als Krebsantigene zu nutzen, um
einen tumorsperzifischen Impfstoff herzu-
stellen. FUr jeden Pafienten soll dann
eigens eine Zusammenstellung der in
seinen Krebszellen verdnderten Pepftide
hergestellt werden, mit denen dann
individuellimmunisiert wird.

Die Probleme bei diesem Vorgehen sind
zwar befrachtlich, jedoch nicht untber-
windbar. Wir haben hier in TUbingen alle
Voraussetzungen fur ein Gelingen dieses
Vorgehens: Eine exzellente Grundlagen-
forschung in der Immunologie, nach dem
neuesten Stand ausgestattete Einrichtun-
gen zur Analyse der genetischen Verdn-
derungen in Krebszellen und der daraus
resultierenden verdnderten Peptide, und
vor allem das weltweit einmalige ,,GMP-
Zenfrum fUr patientenindividuelle Sub-
stanzen", welches derzeit als Anbau an
die Transfusionsmedizin entfsteht. Im Zen-
frum fGr Translationale Immunologie,
welches in dieser BroschUre erstmals
vorgestellt wird, soll dieses einzigartige
und innovative Vorhaben zusammen mit
anderen anwendungsnahen Projekten
vorangeftrieben werden.

Ihr

Prof. Dr. Hans-Georg Rammensee
Vorsitzender von TransLimm
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Wichtige Meilensteine der Translationalen Immunologie
in TUbingen:

© Erste Multipeptid-Vakzinierungsstudie (klinische Phase Il) bei
Patienten mit Nierenzellkarzihomen durch unsere Ausgrindung
immatics biotechnologies.

O Weltweit erste mRNA Vakzinierungsstudie (klinische Phase 1) bei
Patienten mit Prostatakrelbs durch unsere Ausgrundung CureVac.

© DurchfUhrung einer Multipeptid Vakzinierungsstudie (klinische
Phase 1) bei Patienten mit Prostatakrebs mit TLR7 Liganden als
Adjuvans.

O Erste Transplantationen mit CD3/19-depletierten und NK-Zell
angereicherten Stammzellen.

© Préklinische Validierung einer neuen T-Zell depletierenden
Methode (a/p Depletion) um kdrpereigene v/8 T-Lymphozyten als
anti-Tumor Effektorzellen zurickzubehalten. (Eine erste klinische
Studie dazu startet in TUbingen Mitte 2010).

© Erste klinische Studie, bei denen mesenchymale Stammzellen
gemeinsam mit hdmatopoetischen Stammzellen in Kindern mit
neurometabolischen Erkrankungen co-transplantiert werden.

O Klinisches Studienzentrum fOr multizentrische Studien fUr den
adoptiven Transfer von Virus-spezifischen Spender T-Zellen, die
gegen CMV, ADV and EBV gerichtet sind, nach allogener
Transplantation (Weltweiter Export von Virus-spezifischen Zellen for
den klinischen Einsatz in Europdischen Staaten, Russland und,
mittels eines FDA-anerkannten Einzel-Patienten IND fur die U.S.A.)

© Erster klinischer adoptiver Transfer von aus Spendern
stammenden IL-15 aktivierten NK-Zellen (GMP-
Herstellungserlaubnis bereits von der zustGndigen Behdrde erteilt.
Eine klinische Studie startet demndchst).



Klinisches Studienzentrum fUr multizentrische Studien einer
SIOP/EBMT europdischen Studie fur die Behandlung von
Patienten mit Neuroblastom Rezidiven mittels des chimdaren
Antikorpers anti-GD2 (CHO14.18) nach haploider
Transplantation.

Weltweit erste klinische Anwendung des T-Zell vermittelnden
bispezifischen Antikdrpers anti-CD19/CD3 (Blinatumomab) in
Kindern mit nach allogener Transplantation rezidivierender
Leukdmie. (Eine klinische Studie startet demndchst mit TUbingen
als dem verantwortlichen Studienzentrum).

Erste klinische Anwendung eines bispezifischen Antikdrpers
CD28/Melanomantigen beim Menschen.

Erste klinische Anwendung eines Fc optimierten FLT3 Antikdrpers
bei Patienten mit akuter myeloischer Leukdmie (beide genannte
Antikorper (CD28/Melanomantigen und FLT3) stehen
exemplarisch fur Substanzen, die an der Universitat TUbingen
entwickelt, produziert und klinisch angewendet wurden).

Erste Zytokin-Studie zur Immundeviation (selektive Unterdrickung
einer Immmunantwort) entzundlicher Autoimmunerkrankungen
beim Menschen. (Phase I/1l Studie, IL-4 Therapie fUr Psoriasis;
2003)
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Individuelle Immuntherapie der Peritonealkarzinose

Wissenschaftliche Grundlagen

Die Peritonealkarzinose (PC) stellt eine Tu-
morzellaussaat in das Bauchfell (Perito-
neum) und damit ein fortgeschrittenes Er-
krankungsstadium mit einer mittleren Uber-
lebensdauer von 6 Monaten dar (Abb. 1).
Es handelt sich dabei entweder um pri-
mdare maligne Erkrankungen des Perito-
neums oder hdufiger um Absiedelungen
von Tumoren des Magen-Darm-Traktes
oderderinneren weiblichen Geschlechts-
organe. Eine in unserer Abteilung hdufig
durchgefUhrte Behandlung setzt sich aus
der kompletten chirurgischen Entfernung
des tumorbefallenen Peritoneums und
multiviszeralen Resekfionen in Kombina-
fion mit einer infraabdominellen hyper-
thermen Chemotherapie (HIPEC) zusam-
men. Diese Form der chirurgischen Thera-
pie stellt aktuell ein Standardverfahren in
der Behandlung der PC dar und fUhrt
beim peritoneal metastasierten Dick-
darmkrebs zu einem 5-JahresUberleben
von bis zu 25%. Die préoperative Bildge-
bung spielt eine zentrale Rolle in der Beur-
teilung der Resektabilitdt. Unsere Arbeits-
gruppe konnte kUrzlich zeigen, dass sich
das PET-CT, welches neben der anatomi-
schen Lokalisation Auskunft Uber die Stoff-
wechselaktivitat der einzelnen Tumorkno-
ten gibt und damit eine “topographi-
sche” Landkarte erstellt, am besten zur
Operationsplanung eignet (Abb. 2). Re-
zente Daten zeigen weiters, dass ein che-
motherapie-induzierter Zelltfod durchaus
stimulierend auf das Immunsystem wirken
und damit eine Antitumorabwehrinduzie-
ren kann. Diese Erkenntnis ist wesentlich
fUr die Etablierung kombinierter chemo-
immuntherapeutischer Therapien.

Ziele

Ziel unserer Arbeitenist es, die Uberlebens-
rate von Patienten mit Peritonealkarzi-
nose mit Hilfe einer adjuvanten, individu-
ellen Immuntherapie zu verldngern. Im An-
schluss an das chirurgische Standardver-
fahren soll ein immunstimulierendes, pa-
tientenindividuelles Multipeptid-Vakzin
verabreicht werden. Dieses besteht aus
synthetisch hergestellten EiweiBbruchsti-
cken, sogenannten Peptiden. Pepfide
werden an der Oberfldche jeder Korper-
zelle présentiert und schitzen diese vor
einem Angriff durch das kdrpereigene Im-
munsystem. Mutationen bedingen in Tu-

morzellen einen verdnderten Peptidpool.
Unsere Aufgabe besteht in der Identifizie-
rung dieser fumorspezifischen Peptide
und in der Herstellung eines Vakzins, mit
dessen Hilfe wir eine Akfivierung des Im-
munsystems in Tumorpatienten erreichen
wollen.

Strategie

Frisches Tumor- sowie korrespondierendes
Normalgewebe werden wdhrend der
Operation asserviert und in einem ersten
Schritt vergleichend auf Mutationen un-
tersucht. Hauptaugenmerk legen wir da-
bei auf tumorsperzifische Mutationen, das
heiBt, Mutationen, die lediglich im Tumor
und nichtim Normalgewebe aufireten. In
einem zweiten Schritt werden dieselben
Gewebeproben massenspektrometrisch
untersucht, um tumorspezifische Peptide
auf der Zelloberfldche zu identifizieren.
Diese beide Analysen werden dahinge-
hend zusammengefihrt, dass Peptide
aus tumorspezifisch mutierten Genen in
einem dritten Schrift als Impfcocktail syn-
thetisch hergestellt werden (Abb. 3).
Diese Multipeptidcocktails werden in ei-
ner anschlieBenden klinischen Studie Po-
tienten mit Peritonealkarzinose als Vak-
zine verabreicht.

Abb. 1: Infraoperativer Befund einer ausgedehnten
Peritonealkarzinose.
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Individual Immunotherapy of Peritoneal
Carcinomatosis

Peritoneal carcinomatosis has been re-
garded as a uniformly lethal clinical entity.
It defines metastasis of cancerous ftumors
onto the inside surfaces of the abdomen
(peritoneum). This results either from pri-
mary malignancies of the peritoneum or,
more often, from regional spread of pri-
mary gastrointestinal or gynaecological
tumors. Peritoneal carcinomatosis is an
advanced form of cancer associated
with short survival (4 — 6 months) and poor
quality of life, which may lead to bowel
obstruction, ascites and pain. However,
the infroduction of cytoreductive
(debulking) surgery combined with
hyperthermic infraabdominal peritoneal
chemotherapy (HIPEC) (1) has drastically
increased 5 yearsurvivalrates up to 25%in
colorectal carcinoma patients (2) and
thus is nowadays a standard therapeutic
approach for primary resectable patients

Abb. 3: Vergleichende Analysen von Mutationen
als auch von zelloberfléichen-prasentierten Pepti-
den dienen als Grundlage zur Herstellung eines
Multipeptidvakzins.

with peritoneal carcinomatosis. Recent
evidence clearly indicates that chemo-
therapy-induced apoptosis can induce
stfrong antitumorimmune responses. Up to
date, peritoneally spread gastrointestinal
tumors are freated with mitomycin C
(MMC, an immunoinhibitory substance),
whereas gynaecological tumors are
freated with cisplatin (CDDP, a stimulatory
agent). Thisis of note for the design of com-
bined chemo-immuno-therapeutic pro-
tocols. Therefore, the aim of this project is
to provide substantial work for the devel-
opment of an individual, adjuvant,
multipeptide-based vaccination trial for
peritoneally-dissemenated colorectal
and ovarian cancer after cytoreductive
surgery and infraabdominal chemother-

apy.
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Abb. 2: (A) PET, (B) CT, (C)
PET-CT mit Auskunft Uber die
anafomische Lokalisation als
auch Uber die Stoffwechsel-
akftivitat der Peritonealkarzi-
nose.
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Immunorelevante Signaltransduktoren und ihr Potenzial
als pharmakologische Zielstrukturen

Wissenschaftliche Grundlagen

Die Therapie immunologischer Erkrankun-
gen, wie Allergien, Asthma oder rheuma-
toider Arthritis, wie aber auch Immundefi-
zienzen, erfolgt meist durch Inhibition zen-
fraler Signaltransduktionsprozesse in Leu-
kozyten und resultiert in einer generell ver-
minderten Immunantwort. Somit fGhrt die
Behandlung immunologischer Erkrankun-
gen meist zu einer Schwdchung des ge-
samten Immunsystems, was mit recht
schweren Nebenwirkungen einhergehen
kann. Obwohl inzwischen recht viel Gber
einzelne Signalkaskaden, die sperzifische
Effekte ausldsen, bekannt ist, konnte die-
ses Wissen bislang noch zu keiner neuarti-
gen Therapie fGhren. Zum einen liegt dies
daran, dass noch nicht alle Signalpro-
zesse an denen einzelne Zielproteine be-
teiligt sind bekanntsind, zum anderen kdn-
nen aber auch einzelne Signalkaskaden
untereinander Wechselwirken und somit
unvorhergesehene, unerwinschte Ne-
benwirkungen ausldsen. Um eine gezielte
und erfolgreichere Therapie zu ermogli-
chen und um innovative Therapieansatze
entwickeln zu kénnen ist es wichtig zu ver-
stehen, wie diese Signaltransduktfions-
wege ineinander greifen und welche Ef-
fekte diese in anderen Geweben bewir-
kenkénnen.

Ziele

Ziel unserer Arbeit ist es eine molekulare
Basis fUr die Entwicklung selektiver und
neuartiger Strategien fur die Behandlung
immunologischer Erkrankungen zu legen.
Der Fokus liegt hierbei auf der Aufklarung
G-Protein abhdangiger Signalabldaufe in
spezifischen Leukozytenfunktionen, wel-

che auf Hohe der Phosphatidylinositol 3-
Kinasen (PI3K) mit Wachstumsfaktor-
vermittelten Signalprozessen konvergie-
ren. Die PI3K gelten als sehr vielverspre-
chende Zielstrukturen fUr die Entwicklung
von neuen Arzneimitteln zur Behandlung
von immunologischen Erkrankungen,
jedoch sind die BemUhungen aufgrund
nicht einzusch&tzender Nebenwirkungen
zum erliegen gekommen. Die detaillierte
Aufkl@rung der Signalkaskaden und ihrer
Interaktionen kdnnte hier neue Wege
erdffnen um diese unerwuUnschten Wir-
kungen zu vermeiden.

Strategie
Die Analyse dieser Signalkaskaden erfolgt
in unserem Institut auf drei Ebenen. Mit

Abb. 1: Kolokalisation (grin) der beiden PI3Ky
Untereinheiten p87 (YFP; gelb) und p110y (CFP;
blau) in lebenden Zellen.

Abb. 2: Schematische Darstellung der Targeting-Strategie fir den SLY1 Lokus. Gezeigt ist der Bereich zwi-
schen Exon Il und IV des sly1 Gens vor und nach erfolgreicher homologer Rekombination, sowie die jeweils
erwarteten FragmentgréoBen bei Inkubation mit ECoRl und anschlieBendem Southern Blot mit der einge-
zeichneten ,Sonde".
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Abb. 3: Schematische Darstellung ausgewdhlter, fur die Funktion von Leukozyten, essenfieller Signaltrans-

duktfionswege.

Hilfe von gereinigten, rekombinanten
Proteinen wird in vitro die Interaktion zwi-
schenzweioderdreiSignalkomponenten,
unabhdngig von weiteren SignalmolekU-
len untersucht. Komplexere Wechselwir-
kungen werden in zelluldren Systemen
anhand von Modellzelllinien meist konfo-
kalmikroskopisch untersucht. Anschlie-
Bend werden diese im Tiermodel unter
Verwendung von gendefizienten Mdusen
in vivo bestatigt sowie die physiologische
als auch die pathophysiologische Rele-
vanz erforscht.

Signal transducers and their potential as

drug targets for immunological diseases

Immunological diseases like allergy,
asthma or rheumatoid arthritis, as well as
immunodeficiencies are freated via inhi-
bition of central signalling processesin leu-
kocytes resulting in a general diminished
immune response. Hence, the tfreatment
of immunological diseases often results in
an attenuation of the immune system, po-
tentially causing severe adverse effects.
The lipidkinases phosphatidylinositol 3-
kinase yand § are majorly involvedin func-
tions of the immune system and are there-
fore regarded as promising fargets for the
treatment of immunological diseases. The
efforts in developing such compounds
have reduced during the last years due fo
an unpredictable spectrum of side ef-
fects. Knowledge of the exact signalling
of both kinases in different cell types and
tissues and the crosstalk between these

two signalling cascades would offer a ba-
sis for new strategies to prevent adverse
effects of such compounds. In orderto elu-
cidate the physiological and patho-
physiological functions as well as signal-
ling crosstalk of these two kinases we em-
ploy purified, recombinant proteins in vi-
tro, confocal live cell imaging in cells as
well as genetically engineered mice.
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Molekulare in vivo Bildgebung in der translationalen

Forschung

Wissenschaftliche Grundlagen

Molekulare Kleintierbildgebungsmetho-
den, wie Positronen-Emissions-Tomo-
graphie (PET), Magnetresonanztomogra-
phie (MRT) oder optische Bildgebung (Ol),
erlauben den in vivo Nachweis von klein-
sten Mengen an Biomarkern bzw. Meta-
boliten zusammen mit der Darstellung von
hochaufgeldsten morphologischen Struk-
turen. Gerade in Forschungsgebieten wie
der Onkologie, Immunologie oder Neuro-
logie stehen Verfahren und Biomarker zur
VerfUgung, um metabolische Vorgdnge,
Rezeptor-Expressionen oder Zellwande-
rungen sichtbar zu machen. So kénnen in
der onkologischen Forschung mithilfe der
PET Aussagen Uber den Glukose- bzw. Ami-
nosdurestoffwechsel, Angiogenese oder
Hypoxie im Tumor gemacht werden. Mit-
tels MRT hingegen kdnnen kleinste mor-
phologische Verdnderungen wie Nekrose
oder die Permeabilitdt der BlutgefdBe
nicht-invasiv dargestellt werden. Neben
etablierten Biomarkern werden hdaufig
krankheitsspezifische Medikamente oder
Antikoérper radioaktiv oder mit einem Fluo-
reszenzfarbstoff markiert, und fUr die Bild-
gebung eingesetzt. Ebenso ist es moglich,
einzelne Zellpopulationen wie T-Zellen
oder Tumorzellen in vitro zu markieren, um
anschlieBend in vivo deren Migration und
Homing Uber mehrere Tage zu verfolgen.
Neben den unterschiedlichen Bildge-
bungsverfahren mit ihren jeweiligen Star-
ken wurden groBe Fortschritte in der Ent-
wicklung von Biomarkern erzielt, um spezi-
fisch, mit hoher Auflésung und einer Sensi-
tivitat im pikomolaren Bereich physiologi-

Fig. 1: Development of new cell labelling strategies
for PET allow in vivo tracking of cells over several
days. Reporter gene transduced cells enable their
detection by optical imaging or PET. Alternatively,
radiolabeled specific antibodies do not require the
genetic manipulation of the cells.

sche bzw. pathologische Vorgdnge in
vivo darzustellen.

Ziele

Das Ziel unserer Arbeitsgruppe ist es, die
Moglichkeiten der molekularen, funktio-
nellen und morphologischen PET- und
MRT-Bildgebung innerhalb von TransLimm
zur VerfUgung zu stellen. Des weiteren hat
unser Labor in den lefzten Jahren ver-
schiedene Methoden zur T-Zell-Markie-
rung etabliert, um das Migrationsverhal-
ten in Tumor- und Enfzindungsmodellen
quantitativ Uber die Zeit zu erfassen. Diese
Bereiche werden wir weiter ausbauen
und sperzifisch an die jeweilige Zellpopulo-
fion und Tiermodelle anpassen. Ein weite-
rer Fokus wird auf der Radiomarkierung
von Antikérpern innerhalb der TransLimm-
Kooperation liegen, um anschlieBend
deren zeitliche Kinetik und Bindungsver-
halten in vivo mithilfe der hochauflosen-
den PETzu untersuchen.

Fig. 2: Imaging of OV A-specific Th1 cell tfrafficking
in a mouse model of chronic inflalmmation over 24
hours. An increased uptake of OVA-Th1 cells in the
draining lymph node of the sensitized mouse is
clearly detectable 12 and 24 hours after T cell
fransfer.

Strategie

Zur Markierung von T-Zell-Subpopulation-
en werden drei verschiedene Markie-
rungsmethoden, je nach Zielsetzung des
jeweiligen Experiments, durchgefuhrt.
Einerseits kann eine in vitro Markierung mit
dem lipophilen Tracer Cu-64-PTSM erfol-
gen. Alternativ steht die Moglichkeit der
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Radio- bzw. Fluoreszenz-Markierung von
spezifischen T-Zellen Uber Antikdrper zur
VerfUgung. Als dritte Moglichkeit wird die
Transduktion von spezifischen T-Zellen mit
einem Reportergen, welches ein roffluo-
reszierendes Protein, Luziferase und die
Thymidinkinase exprimiert, verfolgt.

Die Radiomarkierung von Antikérpern
erfolgt mit langlebigen Isotopen wie Cu-
64. Die innerhalb von TransLimm zur Verfo-
gung stehenden Antikdrper bilden dabei
eine Basis fUr innovative Experimente im
Bereich derImmunologie und Onkologie.

Molecular in vivo imaging in translational
biomedical research.

Molecular imaging, and in specific dedi-
cated small animal Positron Emission
Tomography (PET), high-field Magnetic
Resonance Tomography (MRT) and
Optical Imaging (Ql), is an emerging field
in biomedical research. The ability to
detect small amounts of substrates or
metabolites in vivo to visualize and quan-
tify a metabolic rate, receptor expression
or functional process, provides a powerful
tool, especially in the fields of immunol-
ogy, oncology and neurology. The devel-
opment of new, specific biomarkers
opens an enormous potential in the field
of non-invasive imaging of diseases. The
aim within this TransLimm projectis to label
specific T-cell sub-populations by a radio-
active isotope or a fluorescent dye for
subsequent imaging of the T-cell traffick-
ing and homing over several days. Fur-
thermore, the specific antibodies avail-
able within the TransLimm consortium will

be radiolabelled for furtherin vivo evaluo-
fion of their binding kinetics in different
mouse models of diseases. Most impor-
tant, the established methods can be
easily translated into clinical applications
as the imaging methodologies and
biomarkers are available for studies in
pafients.
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Fig. 3: Imaging of a Cu-64
labelled PSMA-specific
monoclonal antibody in a
mouse model of human pros-
tate cancer. Significant tracer
uptake in the tumor was found
already 3 hours after injection.
Multimodality imaging using CT
or MRT along with PET allows
accurate spatial co-registration
of the PET signal with the mouse
anatomy and provides further
information of fumor morphol-
ogy (necrosis, viable tumor
tissue) by MRT.
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Proteom Centrum Tubingen

Wissenschaftliche Grundlagen

Die Systembiologie verwendet analyti-
sche Methoden wie Genomik, Transkrip-
tomik und Proteomik zur quantitativen Be-
schreibung derlebenden Zelle. Es wird an-
genommen, dass die Komplexitat in der
Richtung Genom-Transkriptom-Proteom
zunimmt und die Funktion von Genen
durch Untersuchungen von Proteinen, ih-
ren Modifikationen und Interaktionen am
besten ermittelt wird. Gel-freie und auf
Massenspekirometrie (MS) basierende
qguantitative Proteomik hat einen maBge-
benden Einfluss auf alle Biowissenschaf-
ten, insbesondere auf die Proteom-
Analyse der zelluldren Homoostase. Mit
einfachem experimentellen Aufwand, ba-
sierend auf hochpréziser MS und leistungs-
starker Bioinformatik, wird die Expression
von tausenden Proteinen in einem einzel-
nen Experiment zuverldssig identifiziert
und quantifiziert. Die Aussage erreicht fast
die Tiefe von mRNA-basierten Genchips
und hat das Potential zur Abbildung klei-
ner Profeome, z.B. der Hefe. Weiterent-
wicklungen von biochemischen Trenn-
methoden und Anreicherungsverfahren
ermoglichen die Analyse von Positionen
posttranslationaler Modifikationen nach
einem Stimulus. Daraus ergeben sich viele
Hinweise auf eukaryotische und prokaryo-
tische Signaltransduktionsmechanismen,
die mit Genomik oder Transkriptomik nicht
entdeckt werden kd&nnen. Neueste MS-
Methoden ermdglichen die Identifikation,
Lokalisation und Quantifizierung zuvor un-
bekannter Modifikationen und darGber
hinaus die Untersuchung von sich gegen-
seitig beeinflussenden Modifikationen in
der Signaltransduktion.

Ziele

Das Proteome Center TUbingen (PCT)
enfwickelt bioanalyfische Methoden fur
quantitative Peptid- und Proteinanalysen
mittels Hochprdazisions-Massenspekiro-
metrie und wendet diese auf verschiede-
ne wissenschaftliche Fragestellungen der
Biomedizin an. Diese Technologie wird am
PCT unfer anderem dazu verwendet,
Ser/Thr/Tyr Proteinphosphorylierungen in
Prokaryoten und Eukaryoten zu untersu-
chen, Substrate von Kinasen zu identfifizie-
ren, Genvorhersagen zu verbessern (mit-
hilfe von Genomik-Daten) und Diagnose-
Methoden auf Basis der Markierung von

Peptiden/Proteinen mit stabilen Isotopen
zu entwickeln. Das PCTist auch an wissen-
schaftlichen Kooperationen mit verschie-
denen Institutionen in TUbingen beteiligt
und bietet einen kostenpflichtigen Servi-
ce zur ldentifikation von Protei-
nen/Peptidenan.

Strategie

Die Kompetenz des PCT liegt vor allem in
dem quantitativen Vergleich von Protein-
expressionsprofilen mithilfe modernster
Methoden und Instrumentation. Korzlich
verlagerte das PCT seinen Schwerpunkt in
den Bereich der hochprézisen, Peptid-
basierten (,,shot-gun®), quantitativen
Proteomik, die einen groBen dynami-
schen Bereich in der Proteinidentifizierung
ermoglicht. Die quantitativen Arbeits-
schritte stUtzen sich hauptséchlich auf die
Markierung von Zellen und Geweben
mittels stabilen Isotopen (Abb 1.) und der

Abb. 1: Stable Isotope Labeling by Amino acids in
Cell culture (SILAC)
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Abb. 2: "Shot-gun” proteomics workflow.

Analyse des gewonnenen Proteinexirak-
tes in einem modernen LTQ-Orbitrap
Massenspekirometer (Abb. 2). DarUber
hinaus hat das PCT die notwendige Tech-
nologie und Expertise fUr verschiedene
Peptid-Auftrennungsmethoden und fir
die bioinformatische Analyse komplexer
Proteomik-Datensétzen.

Proteome Center Tuebingen

Proteome Center Tuebingen (PCT) was
founded in 2003 as a part of the Interde-
partmental Institute for Cell Biology (IFIZ)
and it has since established and applied
methods for quantitative comparison of
protein expression profiles, using state-of-
the-art methodology and instrumenta-
tion. PCT currently employs staff of 10 sci-
entists and support personnel with core
expertise in methods of protein analysis,
such as different electrophoresis tech-
nigues and protein identification by mass
spectrometry. PCT recently extended its
expertise and shifted the emphasis to the
workflows in the area of high accuracy
peptide-based (“shot-gun”) quantitative
proteomics that enable high dynamic
range of protein detection. The quantita-
tive workflows are mainly based on stable
isotope labeling of cells and fissues and
measurements of resulting protein digests
using state-of-the-art LTQ-Orbitrap mass
spectrometry. In addition, PCT possesses
considerable infrastructure and expertise
for cell biology, protein/peptide separa-
tion fechnologies based on various ana-
lytical HPLC methods (stfrong cation ex-
change, reversed-phase chromatogra-
phy, etc.), as well as bioinformatic analysis
of shot-gun protfeomics data. Among
other topics, this technological platformis
used at PCT in studies of Serine/Threonine
/Tyrosine protein phosphorylation in
prokaryotes and eukaryotes, refinement
of raw genome sequences (together with
genomics data) and development of di-

agnostics fools based on peptide/protein
labeling by stable isotopes. The PCT is in-
volved in scientific collaborations with a
range of institutions from the Tuebingen
area and also offers protein/peptide mass
spectrometry services against afee.
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Entwicklung therapeutischer Vakzinierungsmoglich-
keiten fur die Behandlung von Brust- und Eierstockkrebs

Wissenschaftliche Grundlagen

Brustkrebs gehort zu den hdaufigsten
Tumorleiden, an demin Deutschland jede
7.-10. Frau erkrankt. Trotz FrOherkennung
und guter adjuvanter Therapieregime tritt
in ca. 30% der Falle die Erkrankung zu
einem spdateren Zeitpunkt wieder auf.
Eierstockkrebs (OvarialCa) ist das gyndko-
logische Malignom mit der hdchsten
Sterblichkeit, nicht zuletzt weil es aufgrund
seines asymptomatischen Verlaufs oft erst
in Spdatstadien diagnostiziert wird. For
beide Krebsformen wird die gezielte
Aktivierung des Immunsystems durch so
genannte ,Krebs-Vakzinen" als potentiell
hochsperzifischer und systemischer Therao-
pieansafz bewertet. Aktuelle Entwicklun-
gen von ,Krebs-Vakzinen" basieren auf
neuen Kennfnissen immunologischer
Effekformechanismen und den wesent-
lich verbesserten Méglichkeiten, Immun-
antworten auf humoraler (Antikérper)
und zelluldrer (T-Zellen) Ebene zu analysie-
ren. So weil man, dass Tumore Anfigene
fragen, die aufgrund genetischer und
epigenetischer Verdnderungen im Ver-
lauf der Krebsentwicklung neu ausgebil-
det werden und von T-Zellen als ,,fremd"
erkannt und angegriffen werden kénnen.
Initial wurden verschieden manipulierte
Tumorzellen selbst als "Antigenreservoir'
gezUchtet und in der Klinik als Vakzinen
erprobf. Neue Techniken zur genauen
Charakterisierung tfumorassoziierter Anti-
gene, die die Zielstrukturen fUr "Killerzellen"
(zytotoxische T-Zellen) oder Antikorper
sind, bilden derzeit die Basis fUr neue
Diagnostika oder innovative Therapieent-
wicklungen in Form peptidbasierter Vakzi-
nen.

Ziele

Das Ziel unserer Arbeit ist es, innovative
Therapieverfahren fur Brust-und Ovarial-
krebs zu entwickeln. Dazu mdchten wir die
spezifischen Strukturen identifizieren, die
es den T-Zellen als Hauptakteuren des
Immunsystems erlauben, die entartete
Krebszelle von gesunden Zellen zu unter-
scheiden und zu bek&mpfen. Weiter
mdchten wir lernen, wie durch die Appli-
kation dieser Krebsanfigene, z. B. in Form
synthetischer Peptide in Kombination mit
geeigneten Adjuvanzien, das Immunsys-
tem der Pafientinnen - dhnlich einer Imp-
fung - gezielt aktiviert werden kann. Diese
Fragen sollen in sorgfaltig geplanten und
konftrollierten klinischen Studien beant-
wortet werden, die neben der Beobach-
tung des klinischen Ansprechens auch
Vakzine-abh&ngige Immunantworten
genauestens analysieren.
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Abb. 1: ,Flow-chart” zur Charakterisierung neuver
Tumor-assoziierter Antigene. In den Aminosdurese-
quenzen bekannter OvarialCa-assoziierter Antige-
ne kann Uber Datenbanken (www.syfpeithi.de)
nach HLA-Liganden gesucht werden (,,in silico-
Ansatz"). Sie werden in T-Zell-basierten Tests als
potentiell akfivierende T-Zellepitope untersucht.
Aus Tumorproben selbst kénnen HLA-Liganden
isoliert und mittels massenspektrometrischer Analy-
sen direkt charakterisiert werden.
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1 gereift werden. lhre Beladung mit
Tumor-assoziierfen Antigenen in
Form HLA-bindender Pepftide er-
folgt im reifen Zustand. Peptid-
,gepulste* DCs werden als zellu-
|&re Vakzinen bereits in ersten kli-
nischen Studien erprobf.
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Strategie

Krebssperzifische Antigene sollen mit Hilfe
aktueller Methoden der Genomsequen-
zierung, der Mutationsanalyse und der
massenspekirometischen Peptidanalyse
aus Brust- und Eierstockkrebszellen identifi-
ziert werden. Um die Sperzifitdt des Ansat-
zes zu gewdhrleisten wird Uberprift, ob
ein so gefundenes Kandidatenantfigen
tatséchlich nur bzw. hauptsdchlich in
Tumorgeweben vorkommt. Die Eignung
eines Antigens als "Krebs-Vakzine" wird
weiter validiert, indem es zundchst in
Zellkultursystemen zur Akfivierung von T-
Zellen herangezogen wird und deren
Potential Tumorzellen abzutdten so Gber-
prUft werden kann. Ob ein neu identifizier-
tes Antigen tatséchlich therapeutisches
Potential hat oder sich als Biomarker for
die Diagnose oder Prognose eignet, kann
nur in klinischen Studien beantwortet
werden.

Development of immunotherapeutic
vaccination strategies for the treatment of
breast and ovarian cancer

Therapy of breast cancerhas beenimpro-
ved considerably due to the develop-
ment of target directed drugs. However,
the results in metastatic disease are still
unsatisfactory. In ovarian carcinoma
resistance to chemotherapy is the main
cause of therapeutic failure. Thus, additio-
nal therapeutical options are urgently
needed such as pepfide-based cancer
vaccines. The purpose of our study is to
find new fumor-associated antigens as
well as corresponding T-cell epitopes in
breast and ovarian cancer by combina-
tions of HLA-ligand analysis (mass spectro-
meftry) and expression profiling. Candida-
te epitopes were further validated by T-
cell based functional assays. We identi-
fied many tumor-related antigens of
potential therapeutical value, i.e. MHC
class-I ligands derived from L1-CAM and
HDAC (histone deacetylase), antigens
already discussed as marker for poor
prognosis in ovarian cancer. In this con-
fext a clinical frial was conducted to
evaluate the safety and efficacy of den-
dritic cell (DC)-based vaccinatfion of
patfients with metastatic breast cancer,
particularly bone metastases. Mature DCs
were pulsed with HLA-A*02-binding pepfi-
des derived from six shared breast cancer
associated antigens, namely Her-2/neu,
MUC-1, CEA, NY-ESO-1, MAGE-AT, and
SSX-2 (represented by 14 different pepti-
des identified as T-cell epitopes) to dimi-
nish the risk of fumor escape. Half of the
patients tested developed T-cell respon-
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Abb. 3: Vakzinen kénnen in ,aktive" (Tumorzell-basierte und antigensperzifische
Vakzinen) oder ,,passive” (adoptiver T-Zellfransfer) Immunisierungsstrategien unter-
teilt werden. Beim adoptiven T-Zellfransfer werden ex vivo akfivierte, immunkompe-
tente Effektorzellen direkt appliziert. Zu den ,,passiven Immunisierungen wird die
Applikation therapeutischer Antikdrper gerechnet, obwohl eine ihrer Wirkungsweisen
die Aktivierung zellul@rer Immunantworten sein kann. Bei Antigen-definierten Vakzi-
nen in Form von Proteinen, Peptiden, DNA oder RNA kénnen Dendritische Zellen als
,Fdhren" genutzt werden, da sie eine SchlUsselrolle in der T-Zellaktivierung spielen.
Tumorzellen selbst kdnnen nach immunogenitatssteigernden Modifikationen als
Antfigenreservoir genutzt werden. Die autologe Tumorzellvakzination hat heute in
klinischen Studien kaum noch eine Bedeutung.

ses against antigens included in the vac-
cine as shown by enzyme-linked immuno-
spot-assay. The tfreatment was well tolera-
ted demonstrating that immunization
strategies could be added to current
standard therapeutical regimens such as
the application of zolendronic acid and
letrozol.
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Untersuchung der Immunantwort bei Krebspatienten

Wissenschaftliche Grundlagen
Krebszellen produzieren verdnderte Ei-
weiBstoffe, entweder durch eine neue
Expression, Uberexpression oder Produk-
tion mutierter Proteine, die als Tumor-
assoziierte Anfigene bezeichnet werden.
Jeder einzelne Tumor exprimiert mehrere
dieser Anfigene, und Tumore von ver-
schiedenen Zelltypen fragen gemeinsao-
me, aber auch Gewebe-sperzifische Tu-
mor-assoziierte Antigene. Es ist schon lan-
ger bekannt, dass Tumor-assoziierte Anti-
gene von spezifischen B- und T-
Lymphozyten des Immunsystems haufig
erkannt werden. Diese anti-tumoralen
Eigenschaften des Abwehrsystems kon-
nen sowohl fUr die frGhzeitige Diagnostik
als auch fUr die Therapie von Krebspatien-
ten eingesetfzt werden. Insbesondere
kénnen die CD8 Killer T-Lymphozyten die
Krebszellen abtdten. Basierend auf die-
sem Wissen, werden z. Zt. weltweit ver-
schiedene Immuntherapie-Ansdtze ge-
testet, mit dem allgemeinen Ziel, eine
effiziente anti-Tumor Immunantwort in
Krebspatienten zu induzieren. Die dabei
gewonnenen Erkenntnisse zeigen, dass es
im Prinzip méglich ist, das korpereigene
Immunsystem gegen die Tumorzellen zu
stimulieren. Eine klinische Verbesserung ist
bislang jedoch nur bei einem Teil der Po-
tienten zu beobachten gewesen. Daher
ist ein erweitertes VerstGndnis der anti-
Tumor Immunantwort von besonderer
Bedeutung. DarUber hinaus werden der-
zeit auch verschiedene Adjuvantien zur
Versté@rkung der Immunantwort unter-
sucht.

Ziele

Ziel unseres Projekts ist es, die komplexen
Interakfionen zwischen Tumoren und dem
Antigen-spezifischen Immunsystem zu
untersuchen. Dabei sind die zellul@ren
Effektoren und die inhibitorischen Mecha-
nismen, die an der Immunantwort betei-
ligt sind, von besonderer Bedeutung. Do-
her charakterisieren wir sowohl die Effekt-
or- und regulatorischen T-Zellen, als auch
die humorale Antwort gegen Krebs-
relevante Antigene. Wir erhoffen uns da-
durch die anti-Tumor Immunantwort na-
her charakterisieren zu kédnnen, um neue
Ans&tze fUr die Diagnose und Therapie zu
enfwickeln.

Strategie

Anfti-Tumor Antikérper und T-Zell Subpopu-
lationen werden sowohl im Blut als auch
im Tumorgewebe analysiert. Untersucht
werden vor allem Patienten mit Nieren-
zell- und Prostatakarzinomen. Zusatzlich
werden Patienten, die aktuell an einer T-
Zell basierten Immuntherapie-Studie teil-
nehmen, auf die Induktion von anti-
Vakzin T-Lymphozyten getestet. Daflr
werden Blufzellen isoliert und verschie-
dene in vitro Analysen durchgefUhrt. Wir
untersuchen neben der Antikdrper vermit-
telten (humoralen) Immunantwort, auch
Subpopulationen bestimmter T-Lympho-
zyten. Diese sind Effektor-, regulatorische
und zytotoxische CD4 Helferzellen und
CD8 Zellen, deren anti-tumorale Akfivitat
durch die Produktion von Zytokinen nach-
gewiesenwird.

Fig. 1: Functional subpopulations of T lymphocytes
in one patient with renal cell carcinoma. Produc-
fion of IFN-y and IL-10 is increased in intratumoral
CD8T cells (RCC-TIL) as compared fo autologous
peripheral counterparts (RCC-PBMC). Intracellular
cytokine staining in flow cytometry after stimula-
tion with PMA and ionomycin.



Fig. 2: Monitoring of T cell response during immuno-
therapy: immunisation of a prostate carcinoma
patient with a mix of HLA-class | and -class Il syn-
thetic peptides. Flow cytometry analysis shows the
induction of CD8 T cells recognizing three peptides
derived from the tumor-associated antfigens Pro-
stein, PSA and PSMA.

Immunomonitoring in cancer patients
Human malignancies frequently elicit
spontaneous immune responses in can-
cer patients. Numerous tumor-associated
anfigens recognized by specific antibod-
ies and T cells have been identified over
the past years, and these provide essen-
tial tools for the development of T-cell
based immunotherapies. Although many
frials have been carried out, therapy-
induced tumor regressions have only
been observed in a minority of the
pafients. Thus, immunotherapy is sfill a
challenging area in which the optimal tar-
geted antigen(s), format, dose, route and
adjuvants, as well as various strategies to
circumvent T-cell tolerization are being
infensively tested. Immunomonitoring in
cancer patientsis a tedious task, since the
T cell frequencies which have to be mea-
sured are often very low. Moreover, the
immune responses to cancer vaccines do
not correlate consistently with clinical ben-
efit, underlying the current lack of surro-
gate immune marker for vaccine effi-
cacy. We are focusing on the description
of adaptive immune responses against
tumorsin cancer patients, either before or
during therapy including immunotherapy.
To this aim, fine subsets of T cells are investi-
gated at the phenotypic and at the func-
fional level. The antfibody response
against various tumor-associated anti-
gensisalso evaluated.

Additionally, we are a founding member
and co-organiser of the Cancer Immuno-
therapy Immunoguiding Program (CIP).
The aim of this young international work-

Fig. 3: Monitoring of T cell response during immunotherapy: immunisation of a prosta-
te carcinoma patient with a mix of HLA-class | and -class Il synthetic peptides. IFN-y
ELISPOT shows the induction of anti-PSMA and anfi-Survivin CD4 T-cells.

Negative = irrelevant peptide; positive= Staphylococcal enterotoxin B.

ing group is to evaluate, compare and
improve the sensitivity and reproducibility
of the techniques and protocols applied
for the enumeration of antigen-specific
T-cells, and thus to conftribute to the accu-
rate evaluation ofimmunotherapy frials.
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Individualisierte spezifische Immuntherapie beim

malignen Melanom

Wissenschaftliche Grundlagen

Das maligne Melanom ist in eine Tumorer-
krankung mit steigender Inzidenz. Im Sta-
dium der Fernmetastasierung betréagt die
mediane Uberlebenszeit 9 Monate. Die in
Deutschland zugelassenen Substanzen
Interferon-a und Dacarbazin zeigen
jeweils nur bei einem Teil der behandelten
Patienten einen klinischen Vorteil. Auf-
grund des Fehlens wirksamer Substanzen
einerseits und einem rasanten Wissenszu-
wachs in dem Feld der Immunologie
andererseifs wurde in den letzten Jahren
intensiv versucht spezifische Immunthera-
pien zu etablieren, zum Beispiel die Vakzi-
nierung mit Pepfiden oder Antigen-
beladenen dendritischen Zellen. Die Wirk-
samkeit blieb allerdings bislang deutlich
hinter den Erwartungen zurGck, obwonhl
spezifische T-Zellen durch diese Verfahren
im Blut der Patienten induziert werden
konnten. JUngeren Erkenntnissen nach
scheinen zwei Faktoren hierfUr urséchlich
zu sein: die durch den Tumor induzierte
Unterdrickung einer effektiven Abwehr-
reaktion einerseits und die Variabilitat der
Tumorzellen von Patient zu Patient ander-
erseits.

Ziele

Als Ziel hat sich unsere Arbeitsgruppe
gesefzt, prdklinisch vielversprechende
immuntherapeutische Ansdtze Patienten
in ersten klinischen Studien anzubieten,
um so die Entwicklung von wirksamen
Immuntherapien voranzubringen. Kon-
zeptionell bedeutend ist die Uberzeu-
gung, dass eine hohe Effektivitdt nur dann
moglich ist, wenn individuelle Eigenschaf-
ten der Tumorzellen (z.B. das Vorhanden-
sein von Oberfl&chenstrukturen oder von
Mutationen) des jeweiligen Patienten bei
der individuellen Therapieplanung
berUcksichtigt werden, um so eine "maB-
geschneiderte" Therapie zu ermoglichen.

Strategie

Drei therapeutische Ansafze werden ver-
folgt: 1) Die individualisierte Impfung mit
MRNA, die fUr Melanom-spezifische Merk-
male kodiert 2) Die Erzeugung einer spezi-
fischen Abwehrreakfion durch direkte
Injekfion von Interleukin-2 in Tumorgewe-
be. 3) Die Therapie mit im Labor vermehr-
ten, gegen Melanomzellen gerichteten T-
ZLellen (sogenannter adoptiver T-Zell-

Transfer) nach Zerstérung des ineffektiven
Abwehrsystems durch Chemotherapie.

Der klinische Einsatz im Rahmen von Phao-
se |/II-Studien unter den aktuellen regula-
torischen Anforderungen wird erméglicht
durch intensive Netzwerkbildung sowohl
zwischen universitdren Arbeitsgruppen
(z.B. hinsichtlich der Nutzung der GMP-
Einheiten zur Herstellung der PrUfsubstan-
zen), als auch durch Kooperationen mit
Industriepartnern.

Individualized specific immunotherapy in
malignant melanoma

Even if melanoma-specific T cells can be
induced by specific immunotherapy, e.g.
by vaccination with peptide-loaded den-
dritic cells, clinical responses are rare. Two
hypotheses may explain the lack of
efficiacy: 1) tumor-induced tolerance,
e.g. mediated byregulatory T cells (Tregs),
which prevent the specific cells to aftack
the tumor and 2) lack of the targeted anti-
gen in the tumor cells either after down-
regulation upon therapeutic stress or due
to individual differences between
patients. Our approach follows the aim to
induce clinical responses by addressing
these aspects. Three therapeutic strate-
gies are under development: 1. Vaccina-
tion with mRNA coding for melanoma-
associated antigens after expression anal-

Abb. 1: primdres
Melanom der Haut
mit typischem
Aussehen.



Abb. 2: Fluoreszenzmikroskopische Darstellung von
regulatorischen T-Zellen im Tumorgewebe nach
Interleukin-2 (rot: Fox-P3, blau: CD3).

ysis of autologous tumor cells. 2. Induction
of systemic immune responses after
locally applied infratumoral Interleukin-2
combined with systemic anti-CTLA4-
anfibodies (ipilimumab). 3. Individualized
MHC-lI-peptide vaccination in combina-
tion with adoptive T-cell transfer after
lymphodepletion in malignant melo-
noma. The translation of these strategies
into phase I/1l clinical trials under the cur-
rent regulatory requirements is achieved
by creation of a broad network between
work groups as well as by cooperations
withiindustrial partners.

Abb. 3: Das Zentrum fUr Dermatoonkologie TGbin-
gen wurde 2009 von der Deutschen Krebsgesell-
schaft als Hauttumorzentrum zertifiziert.

Abb. 4: Durch interdisziplindre Zusammenarbeit
wird eine modernste Ausbreitungsdiagnostik der
Tumorerkrankung ermdéglicht. Dargestellt sind Auf-
nahmen einer PET-CT Untersuchung.
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ZLellzyklus-Deregulation und tumorspezifisch aktivierte
Signaliransduktionswege in malignen Lymphomen

Wissenschaftliche Grundlagen

Unsere Arbeitsgruppe befasst sich mit
zwei Typen von Non-Hodgkin-Lymph-
omen, dem ALK-positiven groBzellig-
anaplastischen T-Zellymphom (ALCL) und
dem Mantelzellymphom (MCL), die paro-
digmatisch fUr das aktuelle Dilemma der
auf molekulare Zielstrukturen ausgerichte-
ten therapeutischen Ansdtze stehen.
Obwohl bei beiden Lymphomen die pri-
mare, tumordefinierende genetische
Aberration bekannt ist, sind die pathoge-
netischen Mechanismen und ihnre Bedeu-
tung fur die Tumorentstehung und -
progression nur zum Teil entschlUsselt.
Beim ALCL identifizierten wir den Transkrip-
tionsfaktor C/EBPB als spezifischen Marker
und Zielmolektl der onkogenen ALK-
Kinase. C/EBPB ist von zentraler Bedeu-
tung fUr Proliferation und Uberleben der
Tumorzellen und spielt moéglicherweise fur
den eigenartigen Phanotyp dieses Lymp-
homs mit Verlust von T-Zell- und Hochregu-
lation von Makrophagenmarkern eine
wichtige Rolle. Das MCList durch die Uber-
expression des Zellzyklusproteins Cyclin D1
gekennzeichnet. Die mechanistische
Erklarung, dass es dadurch zu einer Dere-
gulation des Zellzyklus mit ungehemmter
Proliferafion kommt, erklart die Pathoge-
nese des MCL nur unzureichend. Wirkonn-
ten zeigen, dass die spezifische Blockade
von Cyclin D1in MCL-Zelllinien nur geringe
Auswirkungen auf Proliferation und Vitali-
t&t der Tumorzellen hat, da es zu einer
kompensatorischen Hochregulation von
Cyclin D2 kommt, was die bisherigen
unbefriedigenden Ergebnisse entspre-
chender klinischer Therapieansdtze mit
erkl@renkdnnte.

Ziele

Die klinische Wirksamkeit gezielter Thera-
pieansdtze bei malignen Lymphomen
wird durch redundante Aktivierung von
Uberlebensrelevanten Signalkaskaden,
sekunddre genetische Alterationen und
Resistenzentwicklung der Tumorzellen
beeintrachtigt. Unser Ziel ist es, exemplao-
risch beim Mantelzellymphom und beim
groBzellig-anaplastischen T-NHL durch
systematische in vitro Analyse wichtiger
Signaltransduktionswege therapeutisch
nutzbare SchlUsselmoleklle fur die Entste-
hung und Progression dieser beiden Lymp-
homtypen zu identifizieren und mdgliche

Resistenz- und Ausweichmechanismen
aufzudecken. Begleitende Validierung
der in vitro erhobenen Befunde am Pri-
mdartumormaterial soll sicherstellen, kli-
nisch relevante Kandidatenmolekile und
Signalwege zu erfassen.

Strategie

Basierend auf unseren Erfahrungen mit
lentiviralem Transfer von siRNAs in schwie-
rig transfizierbare Lymphomzelllinien wer-
den wir mit dieser Methode gezielt dere-
gulierte Proteine ausschalten und die
Auswirkungen auf Zellzyklusprogression,
Apoptose und den Aktivierungsstatus von

Abb. 1: GroBzellig-anaplastisches Lymphom mit
typischen, groBen blastdren Tumorzellen mit oft
bohnenférmigen Zellkernen (HE, 400x)

Abb. 2: ALCL mit nukledrer Expression von C/EBP.
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Abb. 3: Heatmap der unterschiedlich exprimierten Gene bei_vergleichender Genexpressionsanalyse vor
und nach siRNA Knockdown von CEBPB in einer ALCL-Zellinien; Affymetrix Plattform.

SignalmolekUlen analysieren. Durch ver-
gleichende Genexpressionsanalyse mit-
tels Mikroarrays von siRNA-behandelten
und unbehandelten Zellinien werden
potentielle Zielgene identifiziert und auf
Proteinebene und im Primartumormateri-
al validiert. FUr Transkriptionsfaktoren wie
C/EBPB kommt auch die Chromatin-
Immunoprdzipitation zum Nachweis von
Promoterbindungstellen zum Einsatz. Die-
se Ansatze werden durch pharmakologi-
sche Inhibitoren als BrUcke zu prdklini-
schenTherapiestrategien ergdnzt.

Cell cycle deregulation and activated
signal transduction pathways in malig-
nantlymphoma

The work of our hematopathology re-
search group focuses on two malignant
lymphomas, ALK+ anaplastic large cell
lymphoma (ALCL) and mantle cell lym-
phoma (MCL). These neoplasms highlight
the current dilemma which hampers prog-
ressin targeted therapies: although the pri-
mary, disease-defining genetic alter-
ations are well known, their precise
pathogenetic mechanisms and rele-
vance for tumor cell survival and prolifera-
tion are only partly understood. In previ-
ous work, we identified the transcription
factor C/EBPB as a central target of ALK
kinase and a specific marker for ALCL.
C/EBPB not only is necessary for growth
and survival of ALCL cell lines, but possibly
is also responsible for the peculiar hybrid
phenotype of this lymphoma. Currently,
we are investigating the role of this tran-
scription factor and its downstream tar-
getsin ALCL celllines with an array of tech-
nigues, including siRNA-mediated gene
knockdown, comparative expression pro-
fiing and chromatin immunoprecipi-
tation. The hallmark of MCL is the
overexpression of the cell cycle protein
cyclin D1 through the franslocation
t(11;14). However, the mechanistic hy-

pothesis, that this results in deregulation of
the cell cycle and unimpeded prolifera-
tion, is insufficient to explain MCL
pathogenesis. Using lentiviral fransfection
of specific siRNA, we demonstrated that
knockdown of cyclin D1 has only mild ef-
fects on cell proliferation and survival,
probably due to compensatory
upregulation of cyclin D2. Using a similar
approach as described above, we plan
to dissect the functionalrole of cyclinD1in
MCL to identify key molecules for MCL
pathogenesis which might represent po-
tential targets for specific therapies.
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Diabetespravention durch gezielte Reduktion von
oxidativem Stress in beta-Zellen

Wissenschaftliche Grundlagen

Erst seit kurzem ist klar, dass auch bei Typ 2
Diabetes mellitus (T2DM) ein Entzindungs-
geschehen vorliegt. Mit dieser Erkenntnis
war ein Paradigmenwechsel verbunden:
T2DM entsteht prim@r durch Versagen der
beta-Zellen des Pankreas und nicht
durchnsulinresistenz. Die beta-Zellen wer-
den sowohl in ihrer Funktion, der Insulinse-
kretion, beeintréchtigt als auch in ihrer
Anzahl durch programmierten Zelltod
reduziert. Entscheidend dabeiist die Scha-
digung der beta-Zellen durch reaktive
Sauerstoff- (ROS) und Stickstoffspezies
(RNS), die bei einem Uberangebot von
Glucose und freien FettsGuren gebildet
werden. FUr dieses Ph&dnomen in Zusam-
menhang mit T2DM wurde der Begriff Glu-
colipotoxizitadt gepragt. ROS/RNS werden
zum einen von Immunzellen gebildet und
zum anderen in den beta-Zellen selbst, da
Immunzellen u.a. Zytokine abgeben, die
wiederum in den beta-Zellen Signalwege
stimulieren, die zur Bildung von ROS/RNS
fUhren. Da beta-Zellen, im Vergleich zu
anderen Zellen, sehr schlecht mit antioxi-
dativen Mechanismen ausgestattet sind,
sind sie extrem anfdéllig gegenUber oxida-
tivem Stress. Bisher gibt es keine therapeu-
tischen Strategien, mit denen T2DM ver-
hindert werden kann. Dies wdére aber drin-
gend erforderlich, um das weltweit rasan-
tfe Ansteigen von T2DM zu stoppen. Alle
Signalwege, die bei Glucolipotoxizitat die
ROS/RNS-bedingten Schddigungen der
beta-Zellen verringern, sind deshallb hoch-
interessante Angriffspunkte fUr eine mégli-
che praventive Therapie.

Ziele

Ziel ist es, Strategien zu entwickeln, um
oxidativen Stress bei T2DM sperzifisch in
beta-Zellen in einem maoglichst fruhen
Stadium zu reduzieren. Bei oxidativem
Stress kommt es zum Entgleisen des
Gleichgewichts zwischen Entstehung von
ROS/RNS und deren Beseitigung. ROS
entstehen in beta-Zellen Glucose-
abhdngig bei der oxidativen Phosphory-
lierung in Mitochondrien und durch die
NADPH Oxidase. Stickstoffmonoxid (NO)
wird durch die Zytokin-induzierbare NO-
Synthase gebildet. Um oxidativem Stress
vorzubeugen, kann deshalb in die Signal-
wege eingegriffen werden, die an der
ROS/RNS-Entstehung beteiligt sind oder

die antioxidative Kapazitdt der beta-
Zellen durch Hochregulation antioxidati-
ver Enzyme bzw. dem Einsatz von Enzym-
mimetika erhdht werden.

Strategie

Wir konnten zeigen, dass Modulation
eines lonenkanals beta-Zellen vor oxidati-
vem Stress schitzt, da dies zur Hochregu-
lation antioxidativer Enzyme fUhrt. Dieser
Signalweg muss weiter aufgeklart wer-
den, um sperzifischere Angriffspunkte zur
Aktivitatssteigerung der Enzyme zu identi-
fizieren. Ein weiterer Aspekt gilt der Redu-
zierung der ROS/RNS Bildung, indem wir
Zytokinwirkung und die ROS/RNS-bilden-
den Signalwege spezifisch hemmen. Bei
der Entwicklung entsprechender Inhibito-
ren werden wir die enorme Expertise ande
rer TransLimm-Mitglieder nutzen. Der Er-
folg der Strategien wird in vitro und in
diabetischen Mausmodellen evaluiert.

Fig. 1: Prevalence estimates of diabetes, 2005.
(Diabetes Atlas 3rd Edition, © Infernational Diabe-
tes Federation, 2006).

Fig. 2: Structure of the KATP channel.
(Bryan, Drews et al., Pfligers Arch. 453, 2007).



I

Prevention of diabetes by targeted reduc-
tion of oxidative stressin beta-cells

Recent findings uncovered a low-grade
inflammation in islets of patients with type
2 diabetes mellitus (T2DM) characterized
by the presence of immune cells, cyto-
kines and fibrosis. It became clear that
beta-cell failure is the crificalincident and
not insulin resistance. The formation of
reactive oxygen (ROS) and nitrogen spe-
cies (RNS) is crucial for the pathogenesis
of T2DM. ROS/RNS production in betao-
cells is stimulated by fuel overload, mainly
glucose and free fatty acids, that is
termed glucolipotoxicity. Immune cells
also generate ROS/RNS and are capable
to induce ROS/RNS formation in beto-
cells. Main sources of ROS/RNS in beta-
cells are mitochondria, NADPH oxidase,
and cytokine-induced NO synthase.
Beta-cells are equipped with extremely
low anfioxidant defence mechanisms.
Thus, oxidative stress harms beta-cells by
impairing their function (insulin secretion)
and decreasing their viability by inducing
apoptosis. Up to date no strategy is avail-
able to prevent T2DM. We have shown
that upregulation of anfioxidative en-
zymes in beta-cells is possible by modulat-
ing the activity of KATP channels. This ma-
noeuvre prevents oxidative stress-in-
duced impairment of insulin secretion
and loss of beta-cell mass. Our aim is fo
identify other and more appropriate tar-
gets in beta-cells to enhance the anti-
oxidative capacity. A second strategy will
focus on the search for targets to inhibit
fuel- and cytokine-induced pathways
that trigger ROS/RNS formation in beta-

Fig. 3: Fluorescent image of a mouse islet of
Langerhans. Red: glucagon, green: insulin, blue:
nuclei. (From Prof. M. Solimena, Paul Langerhans
Institute, Dresden).

Fig. 4: Possible targets for beta-cell protection against oxidative stress.

cells. The success of these strategies will
be evaluated in experiments with primary
mouse beta-cells and with diabetic
mouse models.
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Immunsignaturen zur Prognose klinisch relevanter
Reaktionen auf Immuntherapien

Wissenschaftliche Grundlagen

Das korpereigene Immunsystem ist in der
Lage, Krebs als fremd zu erkennen und zu
vernichten. Doch fuhrt die Entwicklung
von Krebsvarianten innerhalb des Kérpers
Uber viele Jahre oder Jahrzehnte oft zu
Immuntoleranz, so dass das Immunsystem
nicht vor dem Ausbreiten der Krankheit
schitzen kann. Man weil3 sehr wohl, dass
eine therapeutische Impfung mit Kreb-
sanfigenen die Immunantworten gegen
Tumorenreaktivierenkann, doch nureine
Minderheit von Patienten zeigt in klini-
schen Versuchen auch eine klinisch zufrie-
den stellende Reaktion. Unterschiedliche
Wege der Impfung und die Kombination
von Immunmodulatoren in multimodalen
Therapien ké&nnen zu unterschiedlichen
Reaktionsraten in unterschiedlichen
Patienten fUhren. Es erwies sich als schwie-
rig, im Voraus zu sagen, welche Patienten
auf welche Therapie reagieren wirden.
Wenn wir herausfinden, welche Immun-
parameter mit klinisch relevanten Reak-
fionen assoziiert sind, kénnen wir die
Mechanismen erfolgreicher Antitumorre-
aktionen besser verstehen, was uns helfen
wurde, die passende, optimale Behand-
lung fUr den jeweiligen Patienten zu fin-
den.

Ziele

Wir analysieren gleichzeitig mehrere
Immunparameter des jeweiligen Patien-
ten und erstellen eine patientensperzifi-
sche ,Immunsignatur”, die vorhersagt,
wie gut ein Patient auf die folgende The-
rapie ansprechen wird. Mit der Zeit verste-
hen wir immer besser, warum bestimmte
Immuntherapien in einigen Patienten
wirken, in anderen jedoch nicht. So kén-
nen jene Patienten ausgesucht werden,
die am wahrscheinlichsten von einer spe-
ziellen Therapie profitieren.

Strategie

Wir analysieren Blutproben von Patienten
vor Therapie und bringen die Ergebnisse
der Analysen in Zusammenhang mit den
spdteren klinischen Reaktionen. Die
Patienten in unserem Projekt haben Melo-
nome, Nieren- oder Brustkrebs und wer-
den mit unterschiedlichen Immunthera-
pien behandelt. Wir erstellen patienten-
spezifische ,Immunsignaturen, die den
Zustand des Immunsystems der jeweiligen

Person reflektieren. Immunsignaturen
bestehen aus mehreren Parametern:
Unter anderem wird bestimmt, welche
Arten von Immunzellen im Blut vorhanden
sind, und wie funktionsféhig diese sind. Mit
Hilfe der Immunsignaturen wollen wir Reak-
tionen auf Immuntherapien prognostizie-
ren und die am besten geeignete Therao-
pie individuell fUr jeden einzelnen Patien-
ten aussuchen.

Fig. 1: Flow Cytometry: CFSE based Proliferation
assay
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Immune signatures predicting clinically-
relevant responses to immunotherapy

Identifying immune parameters distin-
guishing between patients who respond
well toimmunotherapy and those who do
not will assist in developing improved pro-
tocols and patient selection for clinical
trials. This project aims to identify and vali-
date robust immune biomarkers predict-
ing therapeutic responses. On the basis of
our preliminary results in prostate cancer,
we are investigating correlations
between pre-vaccination subsets of cir-
culating immune cells, especially Th17
cells, and clinical outcome. We are cur-
rently determining whether this approach
is also informative in melanoma, breast
and renal cancer trials, and are studying
immune signatures prior to, during and
after different immunotherapy proce-
dures (both in TUbingen patients and
those from international collaborations).
Using 17-colour flow cytometry, in addi-
tion to Th17 cells, we are analysing sup-
pressor regulatory T-cells (Tregs), the pres-
ence of naive and memory cells, as well
as the overall and tumour antigen-
specific proliferative, cytotoxic and
cytokine-production repertoire of cancer
patient’s T-cells (“T-cell polyfunc-
tionality”), and telomere length. These
parameters are compared with age- and
gender-matched healthy controls and
correlated with clinical outcome of
pafients under immunotherapy. We are
elucidating the mechanism(s) by which
Th17 cells might hamper the induction of
an efficient antitumor immune response

Fig. 2: Fluorescent micros-
copy of immune cells in
peripheral blood.

elicited by a vaccine. These results will
help us to understand and to predict clini-
cally-relevant outcomes, to improve
active immuno-therapy protocols, and to
better match patients to immuno-
therapies most likely fo succeed.
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Entwicklung, Produktion und initiale klinische Erprobung
von gentechnisch optimierten Antitumor-Antikorpern

Wissenschaftliche Grundlagen
Monoklonale Antikérper haben die
Tumortherapie in Teilbereichen deutlich
verbessert. In vielen Fdllen ist ihre thera-
peutische Aktivitat allerdings immer noch
begrenzt. Die Entwicklung neuer Antikor-
per mit verbessertem therapeutischen
Potential bis zu ersten klinischen Studien ist
allerdings langwierig und dauert gegen-
wartigetwa 10 Jahre.

Die Vision unseres vom BMBF unterstUtzten
Vorhabens ist es, auf der Basis langjahri-
ger, eigener Vorarbeiten gentechnisch
opftimierte Anfitumor-Antikérpern zu ent-
wickeln und diese moglichst rasch vom
Labor zum Patienten zu bringen. Dazu sol-
len die wesentlichen Schritte in diesem Pro-
zess, die Antikdrperoptimierung, -produki-
ion und initiale klinische Erprobung an der
Universitédt TUbingen durchgefuhrt wer-
den. Wir haben bereits mehrere in TUbin-
gen entwickelte Antikdrper gentechnisch
optimiert und charakterisiert. Als Leadl-
Antikérper wurde dabei 4G8-SDIEM defi-
niert, ein FLT3-Anfikorper, dessen biologi-
sche Aktivitat in vitro durch Mutationen
(SDIEM) deutlich verbessert worden ist.
Der Antikorperist mittlerweile in derim Zen-
trum fUr Klinische Transfusionsmedizin (ZKT)
durch Dr. Steffen Aulwurm etablierten Pro-
duktionseinheit in industrieller Qualitat
und Quantitdt produziert worden (s.
Abb.1&2). Er soll in Kirze zur Behandlung
von Patienten mit akuter Leuk&mie einge-
setzt werden. Damit ist exemplarisch
gezeigt, dass es unter geeigneten Bedin-
gungen moglichist, in einem Zeitraum von
drei Jahren innovative Antikérper vom
Laborin dieKlinik zu bringen.

Ziele

Basierend auf unserer langjahrigen Erfah-
rung mit bispezifischen Antikdrpern
(Abb. 3) m&chten wirin der Zukunft mit der
Entwicklung eines neuen, verbesserten
bispezifischen Formats und neuer Antikor-
per gegen vaskuldre Zielantigene die
Grundlage fUr eine Produktpipeline le-
gen: Im ndchsten Jahr soll als Lead2-
Produkt ein bispezifischer Anfikorper mit
FLT3-Spezifitdtim neuen Format bis zur Pro-
duktionsreife weiter entwickelt werden.
Wdhrend auch dieses Produkt zur Be-
handlung akuter Leuk@mien vorgesehen
ist, soll Lead3, ein optimierter Antikdrper
gegen ein vaskuldres Zielantigen, bei un-

terschiedlichen soliden Tumoren einge-
setzt werden und damit ein breiteres Indi-
kationsgebiet abdecken. Diese Produki-
pipeline, soll noch weiter ausgebaut und
wie oben skizziert mdglichst rasch klinisch
evaluiert werden.

Strategie

Antikdrper, fUr die in klinischen Pilotstudien

eine therapeutische Wirksamkeit nachge-

wiesen kann, sollen in Zusammenarbeit

mit der pharmazeutischen Industrie bis zur

Zulassung weiter entwickelt werden. Wir

erwarten, dass mit der hierumrissenen Stra-
tegie und der damit vorgesehenen

Abb. 1&2: Vom Labor in die Klinik: Die GMP-
konforme Antikdrperproduktion fUr klinische Pilot-
studien an der Universitat ist eine unabdingbare
Voraussetzung fUr eine verbesserte und beschleu-
nigte Entwicklung von Anfitumor-Antikdrpern. Am
neu errichteten GMP-Gebdude des Universitatskli-
nikums TUbingen ist mittlerweile eine Einheit eta-
bliert, die Anfikérper in industrieller Qualitat und
Quantitat liefern kann (Dr. Steffen Aulwurm). M&g-
lich gemacht hat dies die ,,disposable technolo-
gy", bei der die Fermentation ("upstream", Abb. 1)
und die Reinigung ("downstream", Abb. 2) weitge-
hend unter Verwendung von Einmalmaterialien
erfolgen.
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neuen Schniftstelle zwischen universitérer
und industrieller Entwicklung der ,,transla-
tionale Prozess" fUr innovative, therapeu-
tische Anfikérper in paradigmatischer
Weise verbessert und beschleunigt wer-
denkann.

Translational research with monoclonal
antibodies

Monoclonal antibodies have consider-
ably improved the treatment of some
malignancies. However, this success story
has its limitations: some patients do not
respond at all, others for a limited time
only. Thus, numerous strategies have
been suggested to increase the effi-
ciency of anfitumor antibodies. We focus
our efforts on the development of mono-
and bispecific antitumor antibodies with
improved effector functions. Common
theme of the strategies pursued is the pre-
servation of selectivity, that is, the depen-
dency of effector functions on the speci-
fic binding of an antibody toits target anfi-
gen. However, generafing better anti-
bodies is insufficient: currently, it takes
more than 10 years for a therapeutic anti-
body to reach the clinic as an approved
drug. Thus antibodies also need to be
faster, faster in the clinic. At present, the
process of antibody development is
almost entirely in the hands of the phar-
maceuticalindustry, which means that itis
heavily influenced by non-scientific con-
siderations, such as intellectual property
issues. Together with a steadily growing
regulatory burden this results in a ponder-
ous developmental process which is often
suboptimal withrespect to both, the qual-
ity of the substances developed and the
speed and flexibility with which this is
done. We believe that improving this pro-
cessis a fremendous challenge to be met,
and one that calls for structures which
allow for a more efficient interaction
between academic and industrial institu-
tions.

With our translational research project
“Preclinical development, production
and initial clinical evaluation of optimized
antfitumor antibodies” we try to address
this problem. We propose the develop-
ment of antitumor anfibodies optimized
by recombinant antibody technology at
the University of TUbingen to the stage of
clinical pilotf studies. Optimized antibodies
with proven clinical efficiency will then be
developed furtherin cooperation with the
pharmaceutical industry. By enabling
academic insfitutions to substantially
confribute to anfibody development, this
process may be improved and acceler-

ated. In that, the project which is sup-
ported by the Federal Ministry of Educa-
fion and Research (BMBF) has a paradig-
matic character.
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Abb. 3: Bispezifische Antikor-

per induzieren die Lyse von
Tumorzellen durch akfivierte
T-Zellen

(Photo: J.Chiu, G.Jung)
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Modulation der NK-Zell vermittelten anti-Tumor Immunitat

durch Thrombozyten

Wissenschaftliche Grundlagen

Die meisten Tumorerkrankungen sind im
metastasierten Stadium unheilbar. Tumor-
zellen breiten sich auf dem Blutweg aus,
um Fernmetastasen zu bilden. Hierbei sind
sie allerdings der Erkennung und Eliminie-
rung durch sogenannte natUrliche Killer-
zellen (NK-Zellen) ausgesetzt. Um der na-
furlichen Immunitét durch NK-Zellen zu
entgehen, haben Tumoren verschiedene
Mechanismen entwickelt. Ein Beispiel ist
die Freisetzung l&slicher Liganden fUr den
NK-Zellrezeptor NKG2D, der wichtige Ef-
fektormechanismen von NK-Zellen vermit-
telt.

Injiziert man einer Maus Tumorzelleni.v., so
bilden sich Lungenmetastasen. Interes-
sanferweise konnte schon in den é0er
Jahren gezeigt werden: bei Mdusen, die
keine Thrombozyten haben, funkfioniert
diese Metastasenbildung nicht. So wurde
schon fruh den Thrombozyten eine Rolle in
der Metastasierung von Tumoren beige-
messen. Entfernt man bei den Mdusen
zus@izlich die NK-Zellen, so entstehen wie-
der Lungenmetastasen. Thrombozyten
»schitzen” Tumorzellen im Blut also vor
den NK-Zellen. Wir arbeiten an der Auf-
deckung derzugrundeliegenden Mechao-
nismen und konnten bisher zeigen, daf
Thrombozyten einen effektiven ,Mantel"
um Tumorzellen bilden und dabei groBe
Mengen TGF-B freisetzen. Das aus den
Thrombozyten stammende TGF-B regelt
NKG2D auf den NK-Zellen herunter.

Ein weiterer Mechanismus kénnte darin
bestehen, daB der Plattchenmantel den
NK-Zellen einen scheinbar harmlosen Ph&-
notyp vortduscht, d.h. Tumorzellen umga-
ben sich demnach mit Thrombozyten wie
der Wolf sich mit dem Schafspelz tarnt.

Ziele

Auf der Thrombozytenoberfldche sind
zahlreiche immunregulatorische MolekU-
le vorhanden. Wir identifizierten Kandido-
ten, die NK-Zellen hemmen aber auch
stimulieren kénnten. Die Situation erinnert
an unsere Resultate auf dem Gebiet der
GefdBneubildung (Neoangiogenese).
Hier spielen Thrombozyten ebenfalls eine
Rolle, und es zeichnet sich ab, daB Sie
nach Bedarf ihrer jeweiligen Umgebung
Neoangiogenese fdérdern oder beein-
frchtigen kdnnen. Wenn Thrombozyten
dazu analog als Biolieferanten fungieren,

welche sichinihrerimmunregulatorischen
Akfivitdt nach dem Bedarf des ,,Auftrag-
gebers" richten, dann ist es gut moglich,
daB Tumoren diese Funktionen auszunut-
zen gelernt haben.

Unsere Untersuchungen zielen langfristig
darauf ab, neue Therapieziele zu entde-
cken. Gelange es, die Thrombozyten als
VerbUndete der Tumorzellen auszuschal-
ten ohne ihre Funktion in der Blutgerin-
nung zu beeintréchtigen, dann kénnte
Tumormetastasierung moglicherweise
verhindert werden.

Strategie

Um die funktionelle Relevanz der immun-
regulatorischen Funktion von Thrombozy-
ten in der Interaktion von Tumorzellen,
Thrombozyten und NK-Zellen zu etablie-
ren, sind zundchst Untersuchungen in vitro
notwendig. Hier kann studiert werden, wie
effekfiv. NK-Zellen Tumorzellen abtéten.
Durch Zugabe von Thrombozyten und
gezielt wirksamen Blockern bestimmter
Signalwege kann herausgefunden wer-
den, welche immunregulatorischen Mole-
kGle eine funktionelle Rolle spielen. Des
Weiteren soll geprUft werden, ob eine
medikamentdse Hemmung der Thrombo-
zytenaktivierung mit géngigen Arzneimit-
teln eine Immunmodulation bewirkt. Die
Thrombozyten metastasierter Tumorpa-
tienten werden gerzielt auf einen magli-
cherweise verdnderten Immunphdnotyp
hin untersucht, um RUckschlUsse auf mog-
liche Tumorescape Mechanismen zu zie-
hen.

Abb.1: Elektronenmikroskopische Aufnahme einer
Tumorzelle (links) in Interaktion mit Thrombozyten (rote

Pfeile). Die Tumorzellmembran nimmt groBfl&chig Kon-

takt mit den Thrombozyten auf (blaue Pfeile).



Abb. 2: Thrombozyten ummanteln Tumorzellen und werden dabei aktiviert
(A) Eine Darmtumorzelle der Zelllinie HCT116 wurde mit Thrombozyten ko-inkubert. Die roten Pfeile zeigen den

sich rasch bildenden Mantel aus Thrombozyten.

(B) Oberflachenmerkmale der gleichen Zellen wie in (A) sind hier farblich hervorgehoben. Tumorzellen férben

sich grin an, Thrombozyten rot und Zellkerne blau.

(C) Hier ist eine zusatzliche Anfarbung von p-Selectin (CD62P) durchgefUhrt worden. CDé62P ist ein Bestandteil
intrazellul@rer Granula in Thrombozyten und erscheint auf der Oberfldche, wenn diese nach Aktivierung ihre

Inhaltsstoffe freisetzen.

Platelets modulate NK cell anti-tumor re-
activity

Platelets can no longer be regardedinno-
cent bystanders when it comes to tumor
metastasis. Importantly, they contribute
to tfumor immune escape: in mice,
thrombocytopenia inhibits metastasis,
and this is reversed by NK cell depletion.
However, the knowledge regarding the
molecular mechanisms by which plate-
lets influence NK cells is fragmentary at
best. We therefore focused on the study
of platelet-mediated fumor immune es-
cape and found that tumor cell - platelet
intferaction causes release of soluble fac-
tors including TGF-B, which potently
downregulate NKG2D expression on NK
cells. Of note, platelets produce at least
40 times more active TGF-p than any other
cell type. We have found that platelet-
derived TGF-B is, at least in great part, re-
sponsible for platelet-dependent reduc-
tion of NKG2D expression and subsequent
inhibition of NK cell cytotoxicity and IFN-y
production.

In addition, ,pseudoexpression” of
platelet membrane bound immuno-
regulatory molecules by tumor cells
coated with activated platelets or
platelet microparticles upon their entry to
the bloodstream may play an immuno-
evasive role. Several immunregulatory
molecules, including various NK cell re-
ceptorligandslike MHC class |, GITR ligand
or p-selectin are expressed on the platelet
surface. We are currently establishing the
functional significance of tumor cell
pseudoexpression of platelet molecules.
Our data indicate that platelets may pro-
vide a molecular mimicry mechanism for

tumor cells, which enables them to es-
cape NK cell-mediated tumor immuno-
surveillance. Our results may help to iden-
tify novel therapeutic targetsin oncology,
especially in the adjuvant treatment set-
fing.
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Sonderforschungsbereich (SFB) 685
Immuntherapie: Von den molekularen Grundlagen zur

klinischen Anwendung

Wissenschaftliche Grundlagen

Die sehr hohen Erwartungen, die ur-
sprunglich an die Entwicklung von Krelbs-
Immuntherapien gestellt wurden, konn-
ten zundchst nicht erfUllt werden. Erst Jahr-
zehnte nach Entdeckung der Interferone
und der Herstellung monoklonaler Anti-
korper im Labor gibt es heute eindrucks-
volle Teilerfolge. Sie zeigen, wie die enge
Verbindung von exzellenter Grundlagen-
forschung und gezielter Anwendungsfor-
schung langfristig zum Erfolg fUhren kann.
Die in diesem SFB vereinigten Arbeitsgrup-
pen bilden durch ihre bisherige erfolgrei-
che Grundlagenforschung sowie ihre Ex-
pertise in der klinischen Anwendung
neuer Erkenntnisse einen idealen Boden
fUr innovative translafionale Forschung.
Bewusst bringen wir hier die Themen Im-
munantwort gegen Krebs und Autoimmu-
nitat zusammen, da wir uns von der ge-
meinsamen Bearbeitung der mit beiden
Themen verbundenen Problemen Syner-
gieeffekte in Form gegenseitiger neuer
AnstdBe erhoffen. Die maBgeblichen
Ziele fUr die ndchsten Jahre sind wirkungs-
volle Immuntherapien gegen Krebs und —
zeitversetzt — auch gegen Autoimmun-
krankheiten zu entwickeln. Dies wird nur
moglich sein, wenn eine fundierte Grund-
lagenforschung die leitenden Fragestel-
lungen bearbeitet und die Ergebnisse di-
rekt for das Design klinischer Studien zur
Verfugung stellt. Gleichzeitig mUssen aus
der Anwendung sich ergebende neue
Fragestellungen unmittelbar in die Grund-
lagenforschung Gbernommen werden.

Ziele

Auf welche Weise kommt eine wirksame
Immunantwort zustande, und wie |dsst
sich eine solche Immunantwort in einem
Krebspatienten gegen den Tumor errei-
chen, wie l&sst sich eine derartige Immun-
antwort in einem Patienten mit Autoim-
munkrankheit verhindern oderinhibieren?
Komplexer Hintergrund dieser im ersten
Teil einfach klingenden Frage sind meh-
rere grundsatzliche und prakfische Pro-
bleme. Zundchst lassen sich antigenspezi-
fische T-Zellantworten zumindest in M&u-
sen zwar leicht durch Immunisierung mit
Anfigen und Adjuvans induzieren, jedoch
sind solche T-Zellen off nicht in der Lage,
einen etablierten Tumor zu zerstdren.
Dann kommt das Problem der Translation
in die klinische Anwendung: Das in der

Maus erfolgreiche Adjuvans verhdlt sich
im Menschen moglicherweise anders, bei-
spielsweise wegen unterschiedlicher Ver-
teilung von Toll-like-Rezeptoren auf DC-
Subpopulationen (DC = dendritische Zel-
len). AuBerdem sind innovative Adjuvan-
tien fUr die Anwendung am Menschen in
derRegel nicht zugelassen, mUssen alsoin
GMP-Qualitét beschafft werden; das zu
verwendende Anfigen ohnehin. FUr den
Bereich der Autoimmunkrankheiten kén-
nen die gleichen Erkenntnisse Uber das
Zustandekommen einer wirksamen Im-
munantwort unter entgegengesetzten
Vorzeichen verwendetwerden.

Strategie

Innovative Vorgehensweisen sollen zu wir-
kungsvollen Therapieprinzipien fUhren. Un-
serBestrebenist es daher, Grundlagenwis-
sen auf dem Gebiet der Immunologie zu
erarbeiten und dieses Wissen zUgig zur kli-
nischen Anwendung zu bringen.
Schwerpunkte sind im SFB 685 die Thera-
pie von Leuk@&mien mifttels adoptivem
Transfer von NK-Zellen und T-Zellen sowie
die Therapie solider und hdmatopoeti-
scher Tumore mittels innovativer Antikor-
perkonstrukturen und Fusionsproteinen.
Als TUbinger Alleinstellungsmerkmal eta-
blieren wir derzeit die genomsequenzba-
sierte, patientenindividuelle, molekular
definierte Immuntherapie mit eigens fir
jeden Patienten extra unter GMP- Bedin-
gungen hergestellten Substanzen (syn-
thetische Peptide). Ein weiteres wichtiges
Ziel ist die rasche klinische Erprobung von
selbst entwickelten und an der Universitat
ebenfalls unter GMP-Richtlinien produzier-
ten Antikorperstrukturen. Die Entwicklung
innovativer und wirksamer Biotherapeu-
tika ist eine zentrale Herausforderung fur
eine moderne und wirkungsvolle Medizin
von Morgen.

SFB 685

Immunotherapy: Molecular Basis and Clin-
ical Application

One of the major aims of the Collabora-
tive Research Center 685 is to explore the
fundamental principles of immunology
and o incorporate this knowledge asrap-
idly as possible into clinical applications
forthe benefit of the patient.

The groups that comprise the SFB 685
have already achieved excellent results



and this, fogether with their long-standing
expertise in tfransferring novel findings into
clinicaluse, provides anideal setting forin-
novative, translationalresearch.

The focus on the immune response
against cancer parallel fo autoimmunity
paves the way for synergy effects that
arise from the joint investigation of prob-
lems relevant for both areas, for example
in the form of new impulses. Within the SFB
thisincludes the tfreatment of leukemia by
means of the adoptive transfer of NK- and
T cells as well as the treatment of solid and
hematopoietic tumors using innovative
antibody constructs and fusion proteins.
One of the unique characteristics of the
work carried out in Tubingen is the estab-
lishment of a genome-sequence based,
molecularly defined immunotherapy
which enables the GMP production of syn-
thetic peptides specifically designed for
the treatment of each individual patient.
In addition to this, our main objective is to
begin the first phase of clinical frials involv-
ing antfibody structures developed by our
research groups under strict GMP condi-
tions here at the University of TUbingen.
We have set ourselves concrete plans for
the next years which revolve around the
development of effective immuno-
therapies for treafing cancer and — aft a
later point in time — for treating autoim-
mune diseases. At the very least, at the
end of this period we hope fo have gone
a long way toward achieving these aims.
The design and development of innova-
five and effective biotherapeutics is one
of the major challenges for all those
whose ambition is to create modern, effi-
cient and well tolerated drugs for the fu-
fure.

Fig. 1: Graphical presenta-
tion of the molecular and
cellular interactions investi-
gated by our SFB. Central to
this figure is the antigen
presenting (AP) cell and its
interaction with T cells.
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GK 794

Gradviertenkolleg “Zellbiologische Mechanismen

immunassoziierter Prozesse"

Wissenschaftliche Grundlagen

Wir bieten unseren Stipendiaten zahlrei-
che Forschungsprojekte in den Bereichen
Zell- und Molekularbiologie sowie Immu-
nologie. Wir legen besonderen Wert
darauf, Grundlagenforschung und klini-
sche Anwendung eng miteinander zu
verknUpfen, indem Medizinstudenten
Methoden aus der Laborforschung
ndhergebracht werden, wdhrend Natur-
wissenschaftler mit dem Wissen fUr klini-
sche Forschung ausgestattet werden.

Der Einsatz zel- und molekularbiologi-
scher Methoden fUhrte in den vergange-
nen Jahren zu immer neuen Ansdtzen in
der medizinischen Diagnostik und Therao-
pie. Die Basis fUr diese neuen Entwicklun-
gen stellt die Analyse zellbiologischer
Mechanismen und ihrer pathophysiologi-
schen Auspragungen dar. Die Aspekte
der Zellbiologie sind durch die For-
schungsgebiete der Teilnehmerreprasen-
tiert, hierher gehért z. B. die Untersuchung
der Struktur und Ultrastruktur der Zelle
(Himforschung, Augenklinik, Biochemie),
die molekularbiologische Analyse der
Zelle mit Hilfe der PCR, Sequenzierung,
site-directed Mutagenese, Peptidanalyse
sowie Gen- und Immuntherapie (Innere
Medizin, Augenklinik, Hirnforschung, Phy-
siologie, Zellbiologie, Biochemie, Kinder-
klinik, Immunologie).

Von besonderer Bedeutung sind fur viele
der beteiligten Arbeitsgruppen die funk-
fionellen Proteom- und Genomanalysen
im weiteren Sinn. FUr die Untersuchung
von zellbiologischen Mechanismen, die
bei immunassoziierten Prozessen eine
Rolle spielen, ist die Universitat TUbingen
mit ihrem Umfeld (Max-Planck-Institute,
Friedrich-Loeffler-Institut, zahlreiche Bio-
technologiefirmen) besonders geeignet.
Einige der beteiligten Gruppen arbeiten
an neuen Therapieverfahren, wie der
therapeutischen Vakzinierung bei Tumor-
erkrankungen und der Gentherapie bzw.
untersuchen die Grundlagen hierfUr.

Ziele

Ziel des Graduiertenkollegs ist die Ausbil-
dung und Férderung von natfurwissen-
schaftlichen und medizinischen Dokto-
randen auf dem Gebiet der Zellbiologie
und Immunologie. Esrichtet sich an Natur-
wissenschaftler mit einem abgeschlosse-

nen Studium und Medizinstudenten nach
dem Physikum.

Im Graduiertenkolleg "Zellbiologische
Mechanismen immunassoziierter Prozes-
se" sollen Medizinstudenten an Methoden
und Arbeitsweisen der Grundlagenfor-
schung herangefuhrt und Naturwissen-
schaftlern ein vertieftes Verst&ndnis for
klinisch relevante Forschung vermittelt
werden. Neben diesen vorrangigen wis-
senschaftlichen und fachlichen Zielen will
das Graduiertenkolleg auch als Schnitt-
stelle zwischen Hochschule und praxis-
orientierter Gesundheitsforschung fungie-
ren.

Strategie

Neben einer fundierten wissenschaftli-
chen und methodischen Ausbildung sol-
len die Kollegiaten in Kommunikation, der
effekfiven Présentation von Ergebnissen,
MitarbeiterfUhrung, Anfragswesen und
Wissenschaftsethik geschult werden. We-
gen der institutsUbergreifenden Zusam-
menarbeit kdnnen die Forschungsthe-
men im Kolleg so gewdhlt werden, dass
die Graduierten ein moglichst umfassen-
des Bild der derzeitigen zellbiologischen
Aufgabenstellungen gewinnen.

Als weiteren Schwerpunkt stellt sich das
Graduiertenkolleg die Aufgabe, die
Zusammenarbeit mit der Industrie zu
intensivieren und hochmotivierten Dokto-
randen die Moglichkeit zu geben, bereits
wdahrend der beruflichen Orientierungs-
phase zur Zeit der Promotion auch prakti-
sche Erfahrungen in einem biomedizinisch
arbeitenden Unternehmen zu sammeln
und die ersten Kontakte zu knUpfen. Das
Berufsprogramm soll daher durch Trainee-
Phasen in Pharmafirmen oder auch an
einer auslandischen Forschungseinrich-
tung abgerundet werden.



GK794

Research Training Group “Cellular Mech-
anisms of Immune-Associated Processes
We offer our research fellows a wide
range of opportunities for research and
study in the fields of molecular and cell bi-
ology as well as immunology. A hallmark
of this programme is to bridge basic re-
search with clinical applications, teach-
ingresearch methods to medical students
while providing natural scientists with the
knowledge for clinical research.

In the doctoral program *“cellular mecha-
nisms of immune-associated processes”,
MD students will be infroduced to meth-
ods and procedures in basic science,
while Ph.D. students are provided with a
in-depth knowledge of clinically relevant
research. In addifion to these scientfific
and study-related aims, the doctoral pro-
gram functions as an interface between
academics and application-oriented
medicalresearch.

Scholars are not only provided with a thor-
ough scienfific and methodological edu-
cation, but also with skills in communica-
tion, presentation of results, funding and
ethics. Due to the collaboration of several
institutes, the scholars can choose their
research subject from a wide range of top-
ics and in doing so get a comprehensive
view of current subjects in basic science
aswell asin clinicalresearch.

Another focus of the doctoral program is
the intensive collaboration with industrial
partners in order to offer highly moftivated
graduates the opportunity to gain experi-
ence in biomedical companies as a
means of career planning already during
their doctorate fraining. The career devel-
opment part of our program therefore in-
cludes frainee positions in the pharma-
ceutical industry and lab rotations in re-
searchinstitutes abroad.

Fig. 1: 4'" Network Meeting of the research training schools GK 520, GK 592 and
GK 794, November 15-17, 2009, Kloster Schontal
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Entwicklung innovativer Immuntherapeutika gegen

Krebs

Wissenschaftliche Grundlagen

Die Firma immatics, eine Ausgrindung
der Universitat TUbingen, Abteilung Immu-
nologie (Prof. Hans-Georg Rammensee)
entwickelt neue therapeutische Impfstof-
fe gegen diverse Krebserkrankungen. Die
Produkte von immatics enthalten Kombi-
nationen multipler synthetischer tumor-
assoziierter Peptide (TUMAPs), die als no-
tUrliche Liganden von HLA-Klasse |- oder
Klasse lI-Rezeptoren auftreten. Diese kdn-
nen zytotoxische T-Zellen bzw. T-Helfer-
zellen aktivieren, welche zentrale Funkfio-
nen in der zelluldren Immunabwehr ho-
ben und unter bestimmten Umstanden
Krebszellen eliminieren. Jedes TUMAP
kommt bei der Mehrheit der Patfienten
natUrlicherweise auf den Tumorzellen vor.
Setzt man mehrere TUMAPs zugleich ein,
so soll sich die Wahrscheinlichkeit erhd-
hen, Krebszellen zu eliminieren und Be-
handlungserfolge zu erzielen. TUMAPs sind
kurze Peptide und aufgrund etablierter
und gut skalierbarer chemischer Synthe-
seprozesse sehr gut fur die Entwicklung
von Medikamenten geeignet.

Die Technologie von immatics (XPRESI-
DENT™) erm&glicht die rasche und ratio-
nale Identifizierung tumor-assoziierter
Peptide fur verschiedene Krebsarten.
Zurzeit befinden sich zwei Multipeptid-
Produkte von immatics, IMA901 gegen
Nierenzellkrebs und IMA910 gegen Darm-
krebs, in klinischen Phase lI-Studien. Das
dritte Produkt, IMA?50 zur Behandlung des
Glioms, wird in 2010 mit der klinischen Ent-
wicklung beginnen. Weitere Produktkan-
didaten sind gegenwartig in der praklini-
schen Entwicklung.

Ziele

Ziel von immatics ist die Entwicklung inno-
vativer Immuntherapien zur Behandlung
von Krebserkrankungen. Diese Therapien
sollen fUr den Patienten nicht nur wirksa-
mer, sondern auch besser vertraglich sein
alsherkdmmliche Therapien.

Strategie

Mithilfe der eigenen Technologieplatt-
form XPRESIDENT™ identfifiziert immatics
stGndig groBe Mengen tfumor-assoziierter
Peptide (TUMAPs) direkt von primdren
Tumorgeweben. Allein seit 2004 erzielte

die Firma Uber 200.000 TUMAP-Identfifikati-
onenund konnte sich die Patentrechte fir
jene Sequenzen sichern, die fur die Krebs-
therapie besonders geeignet scheinen.
XPRESIDENT™ ermoglicht, fumor-assoziier-
te Peptide zu identifizieren, die folgende
drei Eigenschaften erflllen: (1) die natUrli-
che Prasentation der TUMAPs in Tumoren
von Patienten, (2) keine oder eine deut-
lich geringere Prasentation der TUMAPS in
Normalgewebe und (3) die ausreichende
Fahigkeit der TUMAPs, T-Zellen zu induzie-
ren (Immunogenitat).

Abb. 1: immatics entwickelt neue Immuntherapien
gegen Krebs. Zurzeit befinden sich zwei Produkte
gegen Nieren- und Darmkrebs in klinischer Entwick-
lung, ein Produkt gegen Hirntumore folgt in Krze.

Abb. 2: Tumorzellen pr&sentieren tumor-assoziierte
Peptide (TUMAPs) auf HLA-Rezeptoren. Die Tech-
nologieplattform XPRESIDENT™ ermd&glicht die
Identifizierung von TUMAPs direkt von Primértumor-
gewebe.



Development of novel anti-cancer vac-
cinesfor multiple cancerindications

immatics has developed a drug discovery
technology platform called XPRESIDENT™
which allows the identification, selection
and validation of class | and Il TUMAPs
from primary human fumor tissue samples.

The central aspect of immatics’ drug dis-

covery engine is the ability to identify

TUMAPs directly from primary human tu-

mor material, meaning that TUMAPs are

confirmed to be naturally processed and

presented on real tumors in real patients.

This is a significant advantage over other — ,pp 4 it TuMAPs speifisch akfivierte T-Zellen
technologies using computer algorithms  greifen Tumorzellen an. Je mehr verschiedene T-
to predict putative TUMAP sequences or  Zellen aktiviert werden, desto héher ist die Wahr-
using cell lines which often display an ex- scheinlichkeit einer erfolgreichen Therapie.
pression profile very distinct from primary

tumor cells. This is only possible due to a

high sensitivity level (femtomolar range).

Typically, immatics identifies up to several

hundred different HLA-binding peptides

from one small tumor sample. To date, this

volume of output remains unmet by any

other analytical set-up.

With its latest two versions, XPRESIDENT™

v2.1 and v2.2, the platform is now also

able to directly quantitate TUMAPs in tu-

mor vs. healthy tissues allowing for the first

time to detect novel antigens over- Projektleitung
presented by HLA molecules that cannot

be detected on protein (proteomics) or Dr. Harpreet Singh

MRNA (genomics) levels and to validate Dr. Toni Weinschenk

peptides restricted to HLA alleles beyond

HLA-A*02. immatics biotechnologies GmbH
Paul-Ehrlich-Str. 15
72076 TUbingen

Tel.: 0049/(0)7071 5397 0
Fax: 0049/(0)7071 5397 900

info@immatics.com

www.immatics.com

Abb. 3: Die TUMAPs werden in klinischen Studien
erprobt. Sie werden direkt in die Haut gespritzt.
Dort binden sie an dendritische Zellen, die in dann
in die Lymphknoten wandern und dort T-Zellen
aktivieren.
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Tumor-immuniberwachung durch Naturliche Killer (NK)
Zellen: Molekulare Mechanismen und therapeutische

Modulation

Wissenschaftliche Grundlagen

NatUrliche Killerzellen (NK Zellen) sind zyto-
foxische Lymphozyten und spielen als
Bestandteil des angeborenen Immunsys-
tems komplementdr zu den CD8 T Zellen
des erworbenenImmunsystems eine wich-
tige Rolle bei der Immunabwehr von Tu-
moren. NK Zell-Reaktivitdt gegen Tumoren
wird durch das Fehlen von MHC Klasse |
MolekUlen (missing self) induziert. Zudem
ist fUr eine Akfivierung die Erkennung von
tumorexprimierten Liganden fUr akfivie-
rende NK-Rezeptoren wie z.B. NKG2D
(induced self) erforderlich. Die Aktivierung
von NK Zell Anti-Tumor Effektormechanis-
men spielt u.a. eine zentrale Rolle fUr den
klinischen Erfolg der allogenen Stammzell-
fransplantation bei Leukdmiepatienten
und die Wirksamkeit von therapeutisch
applizierten Antikdrpern. Letztere stimulie-
ren nach Bindung an ihr Zielantigen den
Fc-Rezeptor auf NK Zellen und 16sen da-
durch ,Antibody-Dependent Cellular
Cytotoxicity" (ADCC) aus. Insgesamt wird
die Immunantwort von NK Zellen also
durch eine Balance aus verschiedenen
aktivierenden und hemmenden Signalen
reguliert. DarGber hinaus wird ihre Reakti-
vitdt durch die reziproke Interakfion mit
anderen zelluldren Komponenten des
Immunsystems (z.B. dendritische Zellen,
Monozyten, etc.) beeinflusst. In Anbe-
fracht der wichtigen Rolle von NK Zellen
bei der Tumorabwehr ist es von groBem
wissenschaftlichem, aber auch therapeu-
fischem Interesse, die an der Interakfion
von NK Zellen mit Tumorzellen und/oder
anderen hdmatopoetischen Zellen betei-
ligten MolekuUlsysteme detailliert zu chao-
rakterisieren. Dies gilt umso mehr, da ge-
genwdartig zahlreiche therapeutische
Strategien darauf abzielen, z.B. durch
Antikérper gegen Immunrezeptoren die
Reaktivitdt von zytotoxischen Lymphozy-
ten wie NK Zellen und CD8 T Zellen zu sti-
mulieren.

Ziele

Unser Ziel ist die Entwicklung von Strate-
gien zur Verstarkung der NK Zell-
Reaktivitat fUr den Einsatz bei Patienten
mit malignen Erkrankungen, insbeson-
dere Leuk&mien. Hierbei reicht das Spek-
frum unserer Arbeiten von der AufklGrung
der molekularen Grundlagen der Interak-
fion von NK Zellen mit Tumorzellen und

anderen Komponenten der H&mato-
poese Uber die Identifizierung von therao-
peutischen Substanzen, welche die Ex-
pression von immunmodulatorischen Mo-
lekUlen zu Gunsten einer NK Aktfivierung
beeinflussen bis zur Entwicklung von re-
kombinanten MolekUlen, durch welche
NK Zellen gerichtet gegen Tumorzellen
akfiviert werden kdnnen.

Strategie

Gemeinsam mit unseren Kooperations-
partnern identifizieren und charakterisie-
ren wir unter Verwendung eines breiten
Spekirums molekularbiologischer, zellbio-
logischer und proteinbiochemischer Me-
thoden Molekulsysteme, welche die NK
Zell-Reaktivitat beeinflussen. Hierbei inter-
essieren wir uns im Hinblick auf eine mégli-
che therapeutische Modulationinsbeson-
dere auch fUr funktionelle Unterschiede
scheinbar analoger MolekUlsysteme in

Abb. 1: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme einer
therapeutischen Induktfion von NK Zell-aktivieren-
den MolekUlen auf Tumorzellen (Hep3B). Unbehan-
delte (links) Tumorzellen weisen nur eine geringe
Expression der immunaktivierenden NKG2D Ligan-
den (orange) auf. Behandlung mit niedrigdosier-
tem Bortezomib (rechts) fUhrt zu einer ausgeprag-
ten Zunahme der Expression. Hierdurch kénnen NK
Zellen die Tumorzellen besser erkennen und abto-
ten.

Abb. 2: Schematische Darstellung
eines rekombinanten Fusionspro-
teins bestehend aus der extrazel-
luldren Domdne eines hemmen-
den NK Zell-Rezeptors (gelb) und
einem affinitGtsverstarkten Fc Teil
eines humanen IgG1 Antikdrpers
(blau). Die Pfeile symbolisieren
den Anfeil, an welchem durch
Aminosdureaustausch die Bin-
dung an den Fc Rezeptor von NK
Zellen verstarkt wird. Durch die
Neufralisation der immunsuppres-
siven Eigenschaften des ZielmolekUls und die gleich-
zeitige Aktivierung des Fc Rezeptors wird die Anti-
Tumorreaktivit&t der NK Zellen gesteigert.



Maus und Mensch. Weiterhin untersuchen
wir mit dem Ziel, NK Zel-hemmende Ef-
fekte zu neutralisieren, den Einfluss ande-
rer Zellen des Blutes wie Thrombozyten
und Monozyten auf die NK Zell-Reaktivitat
bzw. den ,Immune Escape* von Tumor-
zellen. Zudem arbeiten wir z.B. an der Ent-
wicklung und Testung von rekombinanten
Immunrezeptor-Fc Fusionsproteinen, wel-
che durch Bindung an ihre auf Tumorzel-
len exprimierten Liganden nicht nur die
von uns vorab identifizierten NK Zell-
hemmenden Effekte dieser MolekUle neut-
ralisieren, sondern durch ihren modifizier-
ten Fc-Teil auch eine zielgerichtete Akti-
vierung der NK Zellen gegen die malignen
Zellen erméglichen.

Tumor Immunosurveillance by Natural
Killer (NK) cells: Molecular mechanisms
and therapeutic modulation

Natural Killer (NK) cells are cytotoxic lym-
phocytes which play an important role in
the immunosurveillance of tumors. NK re-
activity is guided by the principles of 'miss-
ing-self' and 'induced-self' which imply
that cells with low expression of MHC class
I ('missing-self') and stress-induced expres-
sion of ligands for activating NK receptors
(induced-self') are preferentially recog-
nized and eliminated by NK cells. In fact,
NK anti-tumor responses result of an inte-
grafive response emerging upon recogni-
tion of multiple ligands for activating and
inhibitory NK cellreceptors. Many of these
receptors are yet unknown or ill defined.
Apart from the direct interaction with their
target cells, NK cell activity is further influ-
enced by the reciprocalinterplay with var-
ious other hematopoietic cells. In our work
we study the expression and release of
immunoregulatory surface molecules by
tumor (especially leukemia) cells and NK
cells and aim to modulate these molecule
systems therapeutically to reinforce NK
cell effector functions. As seemingly ana-
logue immunoregulatory molecules may
mediate different and even opposite ef-

fectson NK cellreactivity inmice and men
we comparatively analyze the therapeu-
fic modulation of these proteins to enable
the design of rational therapeutic strate-
gies for cancer patients. Moreover, we
study the possibilities to influence the inter-
action of NK cells with other components
of the blood like thrombocytes to bolster
anti-tumor immune responses. Finally we
develop and testimmunomodulatory pro-
teins (optimized antibodies or Fc-fusion-
proteins) which neutralize the effect of
NK-inhibitory molecules on malignant
cells and simultaneously enhance and di-
rect NK cell reactivity against these tumor
cells. Overall we have a profound interest
to translate findings of basic research in
fumor immunology into clinically relevant
applications to improve therapeutic op-
tions of cancer patients.

Projektleitung
Prof. Dr. HelImut R. Salih

Eberhard Karls Universitét TUbingen
Medizinische Universitatsklinik for On-
kologie, Hidmatologie, Immunologie,
Rheumatologie, Pulmologie
Otfried-MUller Str. 10

72076 TGbingen

Tel.: 0049/(0)7071/29 83275
Fax: 0049/(0)7071/29 4391

helmut.salih@med.uni-tuebingen.de

www.med.uni-tuebingen.de/webim?2/
salih_hp.htm

Abb. 3: Fluoreszenzmikrosko-
pische Aufnahme der Uber-
fragung von immuninhibitori-
schen MolekUlen auf Tumor-
zellen (grin/blau) durch
Thrombozyten (orange).
Wdahrend die untersuchten
Tumorzellen in diesem Bei-
spiel konstitutiv nur geringe
Mengen an MHC | (gelb) auf
der Oberfldche aufweisen
(links), erfolgt in Gegenwart
der stark MHC | positiven
Thrombozyten (orange) eine
Ummantelung der Tumorzel-
len (rechts). Diese resultiert in
einer ausgepragten MHC |
»Pseudoexpression* (gelb),
wodurch NK Zellen, welche
die Tumorzellen angreifen,
gehemmt werden.
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Patientenindividualisierte Krebsimmuntherapie mittels

Botenribonukleinsaure

Wissenschaftliche Grundlagen

Die CureVac GmbH entwickelt seit ihrer
Grindung im Jahr 2000 hochinnovative
Therapien auf Basis von Boten-Ribonu-
kleinséure (engl. messenger RNA, mRNA),
den intrazelluldren VorldufermolekUlen
von Proteinen. Dabei liegt der Schwer-
punkt auf Immuntherapeutika, also Wirk-
stoffen, die das koérpereigene angebo-
rene und adaptive Immunsystem stéarken,
um dadurch einen therapeutischen Nut-
zen zur erzielen. Spezielle Vorteile mRNA-
basierter Therapeutika bestehen in (i) der
Flexibilitat (kodierende Sequenzen kdn-
nen ohne betréchtliche Ver&nderungen
im Herstellungsverfahren einfach ausge-
tauscht werden), (i) dem Wirkprinzip (spe-
ziell formulierte mMRNA kann als Anfigen
und Adjuvans in einem Produkt dienen
und komplette Immunantworten induzie-
ren) sowie (iii) der Sicherheit des Ansatzes
(kein Risiko einer nachhaltigen Verdnde-
rung des Wirtsgenoms). Das Unternehmen
hat in den letzten Jahren die Vorausset-
zungen geschaffen, mRNA-basierte Wirk-
stoffe klinisch zu erproben. Hierzu wurden
proprietdre  MRNA-MolekUle entwickelt,
welche eine deutlich verbesserte Wirk-
samkeit im Vergleich zu natUrlich vorkom-
menden MRNA-MolekUlen aufweisen.
Zudem wurde eine weltweit bislang ein-
zigartige und zertifizierte GMP-Produk-
tionseinheit eingerichtet sowie in praklini-
schen Modellen die gute Wirksamkeit und
Vertréglichkeit des Ansatzes belegt. Der-
zeit befinden sich zwei Produktkandida-
tenin derklinischen Phase I/1l-Profung.

Ziele

Die CureVac GmbH zielt bei der Entwick-
lung hochinnovativer Therapeutika do-
rauf, sich als bevorzugter Ansprechpart-
ner fur Biotech- und Pharmafirmen zu eto-
blieren. Dabei stellen immuntherapeuti-
sche Ansdtze zur Behandlung von Krebs-
erkrankungen ein wichtiges Standbein
dar.

Im Rahmen von TransLimm ist es das Ziel
des Unternehmensin Zusammenarbeit mit
Prof. Rammensee eine mMRNA-basierte
patientenindividualisierte Immuntherapie
zu entwickeln. Neben den technischen
und wissenschaftlichen Voraussetzungen
sollen dabei, in Kontakt mit den zustandi-
gen Behoérden, auch offene regulatori-
sche Fragen gekl@rt werden.

Strategie

In Zusammenarbeit mit Prof. Rammensee
sollen von patientenspezifischen Tumorbi-
opsien zundchst tumorspezifische Muta-
tionen identfifiziert werden. Diese sollen
anschlieBend als mMRNA abgebildet wer-
den. Ein besonderer Fokus des Projektfes
liegt dabeidarauf, das hierzu notwendige
Herstellungsverfahren (artifizielle Gensyn-
these mit anschlieBender GMP mRNA-
Produktion) bei CureVac zu implementie-
ren und zeitlich zu optimieren. Anschlie-
Bend sollen die Patienten mit einem indivi-
dualisierten  mRNA-Wirkstoff behandelt
werden. Projektbegleitend sollen mit den
zust@ndigen Behdrden die regulatori-
schen Voraussetzungen fUr eine klinische
Profung und spdater médgliche Zulassung
erarbeitet werden.
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Patient individualized cancer immuno-
therapy with messengerribonucleic acids
CureVac GmbH develops highly innova-
tive therapies on the basis of directly ap-
plicable messenger RNA (mRNA) mole-
cules. The company has generated pro-
prietary technologies to design and pro-
duce mRNA molecules with superior effi-
cacy compared to unmodified mRNA
molecules. mRNA therapeutics have sev-
eral advantages compared to other ap-
proaches in the field: (i) Flexibility: coding
sequences can be easily exchanged
without significant changes in the pro-
duction process. (i) Mode of action: for-
mulated mRNA can serve as antigen and
adjuvant within one product and induces
complete (humoral and cellular) immune
responses (iii) Safety: there is no risk of
genomic integration. Currently the com-
pany is testing two product candidates in
clinical phase I/l trials.

The aim of CureVac as project partner of
TransLimm is the development of an
MRNA based patient individualized can-
cer immunotherapy. This approach com-
pletes CureVac's effortsin the field of can-
cer immunotherapy and supports the
company’s aim to become a preferred
partner for biotech and pharma compa-
nies.

To achieve the project goals, patient indi-
vidualized antigens will be defined in coo-
peration with Prof. Rammensee by perfor-
ming mutation analysis of patient specific
tumors. Selected mutations for each indi-
vidual patient will then be used to com-
pose a mMRNA-construct. One major pro-
ject focus will be the implementation of

the techniques required to produce a
patientindividual GMP grade mRNA-drug
formulation within a reasonable time. In
parallel the requirements for clinical trials
and drug approval will be discussed with
regulatory agencies in order to test this
approachin patients.

Projektleitung

Priv. Doz. Dr. Dr. Karl-Josef Kallen
Dr. Jochen Probst

CureVac GmbH

Paul-Ehrlich-StraBe 15
72076 TUbingen

Tel.: 0049/(0)7071/92053-0
Fax: 0049/(0)7071/92053-11

karl-josef.kallen@curevac.com
jochen.probst@curevac.com

www.curevac.com
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EMC microcollections GmbH: Immunchemie und
Verbindungskollektionen mit Wirkstoffpotential

Wissenschaftliche Grundlagen

Die Kernkompetenzen der 1996 gegrin-
deten EMC microcollections GmbH lie-
gen im Bereich der Bio-organischen Syn-
these, der Chemischen Biologie und
Immunchemie. Sie ermoglichen die Her-
stellung von Verbindungskollektionen mit
hohem Wirkstoffpotential fUr die Entwick-
lung neuer Therapeutika. EMC besitzt
hoch spezialisiertes Know-how bei der
mikrochemischen Synthese einer sehr
groBen Zahl unterschiedlicher Verbindun-
genin kUrzester Zeit. Zu diesen Verbindun-
gen gehodren auch rationell hergestellte
bioaktive Peptide und Peptidmimetika.
EMC kooperiert mit weltweit operieren-
den Firmen der Pharmazeutischen Indu-
strie und leistet weitere Auftragsarbeiten
fUrkleinere Start-up Unternehmen. Zahlrei-
che Verbindungen haben sich bereits als
aussichtsreiche Leitstrukturen erwiesen.
Die Integration von Chemie und Biologie
verleint EMC besondere Kompetenz bei
der Entwicklung und Vorbereitung von
aussagekraftigen Testprozeduren. Mit
ausgefeilten Verfahren und wissenschaft-
licher UnterstUtzung aus Kooperationen
mit der Universitét Tubingen und internao-
tional mit zahlreichen Forschungseinrich-
tfungen stellt EMC zusétzlich einzigartige
Biochemikalien fUr die Grundlagenfor-
schung her. Diese stellen chemische und
biochemische Werkzeuge zur Charakteri-
sierung neuer biologischer Targetfs dar
und sind wertvoll fUr die Rezeptorfor-
schung und Signaltransduktion. EMC ist
weltweit fUhrend bei der Produktion von
Immunmodulatoren, die Toll-like Rezepto-
ren1,2,und é akfivieren.

Ziele

Die DurchfGhrung von High-Tech Dienst-
leistungen in den frGhen Phasen der phar-
mazeutischen Wirkstoffentwicklung ist das
Geschdaftsmodell von EMC. Schwerpunk-
te eigener Forschungsprojekte liegen in
der Entwicklung neuer Agonisten und
Antagonisten fUr Toll-like Rezeptoren und
in der Entwicklung synthetischer Vakzine
und Immunmodulatoren. Im Bereich der
Nanobiotechnologie werden molekulare
Pinzetten und funktionalisierte Nanoparti-
kel als Biofransporter entwickelt. Eigene
Leitstrukturen werden im Bereich der Anfi-
infektiva und Enzyminhibitoren sowie fur
die Regenerationsbiologie weiter ver-

folgt. Das innovative Potential der EMC
Verbindungen ist in mehreren Patenten
manifestiert. EMC kooperiert mit inferna-
tional angesehenen Forschergruppen
innerhalb von BMBF- und EU-geforderten
Verbundprojekten.

Strategie

Die bei EMC entwickelten Methoden der
parallelen Chemie an fester Phase und in
L&sung ermoglichen im Vergleich zur klas-
sischen Chemie eine hundert- bis tau-
sendfache Beschleunigung von Synthe-
seprozessen. Wirkstoffkandidaten werden
rationell hergestellt und in einem geeig-

Abb. 1: Anspruchsvolle Synthesen und instrumen-
telle Analyftik fUr validierte, hochreine Verbindungs-
kollektionen und Forschungschemikalien.

Abb. 2: Rezeptoren des angeborenen Immunsys-
tems kristallisieren mit EMC-Liganden.

(Jin et al. (2007), Cell 130, 1071, Kang et al. (2009),
Immunity 31, 873).
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Abb. 3: EMC funktionalisiert Nanopartikel fir medi-
zinisch-immunologische und biophysikalische
Anwendungen.

neten Assayformat vorbereitet. Die Struk-
turen aller Verbindungen werden mit
insfrumenteller Analytik bestatigt. EMC
bringt in zahlreichen Kooperationsprojek-
ten u.a. zur Therapie und Prophylaxe von
Krebs und Allergien sowie zur Gewebere-
generation neue potentielle Wirkstoffe
undimmunmodulierende Substanzen ein.
EMC ist an der Entwicklung einer Vakzine
gegen Ateriosklerose beteiligt. Eine
Nanopartikelvakzine steht kurz vor der
praklinischen Phase, eine Verbindung zur
Regeneration des Horvermdgens wurde
erfolgreich getestet.

EMC microcollections GmbH: Immuno-
chemistry and compound collections
EMC is classified as a biotech company
and focuses on the generation and bio-
chemicalinvestigation of biologically and
pharmacologically relevant organic com-
pound collections. Based on bioorganic
chemistry, chemical biology and imm-
unochemistry EMC holds a leading posi-
tion in drug-discovery-technologies par-
ticularly in the areas of methods develop-
ment and high throughput synthesis of vali-
dated compounds. Furthermore, the com-
pany provides a powerful spectrum of cus-
tom specific peptide- and peptidomi-
metic synthesis and bio-chemicals for ba-
sicresearch.

The advantage of partnerships with EMC
is the strong scientific and experimental
background of the company. A fullrange
of integrated medicinal, combinatorial
and computational chemistry services is
provided by EMC. Efforts are concen-
trated toimprove the lead finding success
rate by rational and random search strat-
egies

EMC has leading knowledge in immuno-

Abb. 4: Der Diffusionsassay mit zweidimensionalem
Gradientensystem, entwickelt und patentiert von
EMC, beschleunigt die Untersuchung von Wirkstoff-
kombinationen.

chemistry, adjuvant evaluation, optimizo-
tion and production, the development of
therapeutic and prophylactic mulfi-
component synthetic vaccines, in nano-
biotechnology and regenerative biology.
EMC’s third generation vaccines are de-
veloped on the basis of synthetic lipo-
peptides.

EMC supports the characterization of
pharmaceutically relevant receptors, en-
zymes, transporters etc., which have in-
creased dramatically in numbers as a re-
sult of the success of genomics and
profeomics.

Projektleitung

Prof. Dr. Karl-Heinz Wiesmuller
Dr. Renate Spohn

EMC microcollections GmbH
Sindelfinger Str. 3
72070 TGbingen

Tel.: 0049/(0)7071/4074-0
Fax: 0049/(0)7071/4074-22

wiesmueller@microcollections.de
spohn@microcollections.de

www.microcollections.de
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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 Antikdrpern 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 thero-
peutische Fenster wird daher ganz we-
sentlich durch die systemischen Neben-
wirkungen der Wirkstoffkomponente be-
stimmt. Neben konvenfionellen Radio-
und Chemotherapeutika stehen dabei
vor allem Proteine in Form von Toxinen
oder Zytokinen als Wirkstoffkomponente
fir Antikérperkonjugate zur VerfGgung.
Aufgrund ihrer Wirkung sind Zytokine, die
direkte anti-tumorale und/oder immunsti-
mulierende Wirkungen entfalten kénnen,
besonders aftraktiv. Hierzu gehoéren die
Apoptose-induzierenden Liganden der
Tumornekrosefaktor (TNF)-Familie TNF,
CD95L 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-
apoptotfischen Zytokinen zu reduzieren,
wurde in den letzten Jahren die Herstel-
lung von Fusionsproteinen, die ein ,Targe-
ting" von Zytokinen in vivo erlauben, vor-
angeftrieben.

Ziele

Grundsatzliches Ziel des Vorhabens ist es,
die Wirkung von Liganden der Tumorne-
krosefaktor (TNF)-Familie fUr tumortherao-
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. Prdfung
befindlichen Liganden (TNF, CD?5L, TRAIL)
sowohl in struktureller als auch funktionel-
ler Hinsicht unterscheiden: es werden Fu-
sionsproteine entwickelt, die tumorselek-
tive Wirkung Uber ,targeting” und Uber
wfargetfing” abhdngige Prozessierung/ Ak-
tivierung enftfalten; unabhdngig davon
wird durch Mutagenese die spezifische
Akfivitét und Rezeptorselektivitat der Fu-
sionsproteine optimiert; schlieBlich wer-
den durch gentechnische Methoden
auch die pharmakokinetischen Eigen-
schaften der Fusionsproteine gerzielt ver-
andert.

Strategie

Zytokinderivate fUr die Tumortherapie wer-
den als Fusionsproteine mit Tumor-
selektiven scFv hergestellt, wobeiin Bezug
auf die Zytokindoméane aktuell die Strate-
gie der Herstellung einzelkettiger Ligan-
den eingesetzt wird, bei dem der naturli-
cherweise als Homoftrimer assoziierteTNF
Ligand durch kurze Peptidlinker verbun-
den ist. Dieses einzelstrangige Molekdl ist
dem natUrlichen Homotrimer funktionell
aquivalent, weist aber héhere Stabilitat

Abb. 1: Schematische Darstellung der ,,fargeting" abh&ngigen Apoptose Induktfion durch scFv-TNF
Liganden Fusionsproteine am Beispiel eines tumorselektiven scFv-FasL(CD?5L) Fusionsproteins und dessen
tumorinhibierende Wirkung im Xenofransplantationsmodell (aus Samel et al, JBC 2003).
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auf. Durch Fusion mit weiteren Kompo-
nenten (z.B. Serumalbumine, Inhibitoren)
werden gezielt die biologischen und/
oder pharmakokinetischen Eigenschaf-
ten dieser Fusionsproteine veréndert. Die
Evaluierung der antitumoralen Aktivitat
erfolgt sowohl in vitro in Zellkultursystemen
als auch in relevanten Tumormodellen
derMaus.

Genetic engineering of death ligands for
improvement of therapeutic activity

The death ligands TRAIL, FasL/CD95L and
TNF are in the focus of intense 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 fransmembrane
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/CD9?5L) 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 protfeins. A further
major 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 infrinsic 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-

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 antibody
(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 Aktivierung
einer CD95L Prodrug und deren
antitumorale Aktivitdt ohne
messbare systemische
Nebenwirkungen (Leberwerte
AST/ALT normal; aus Watermann
et al, Cell Death Diff 2007).
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Gezielte Immuntherapien: Entwicklung fur
Autoimmunkrankheiten und Krebs

Wissenschaftliche Grundlagen

Die Haut ist standig Umwelteinflissen aus-
gesetzt — und fur jedermann sichtbar. Sie
ist die groBte zusammenhdngende “Or-
ganeinheit”, eine essentielle Barriere und
entscheidender Teil eines funktionieren-
den Immunsystems. Demzufolge ist die
Haut primdres Zielorgan bei vielen fehlge-
steuerten Immunprozessen, so bei Auto-
immunkrankheiten und Allergien. Durch
die exponierte Lage ist die Haut multiplen
UmwelteinflUsse wie Infektionen, UV Strah-
lung und auch Medikamenten ausge-
setzt. So erweisen sich Erkrankungen der
Haut als zunehmende Bedrohung, insbe-
sondere die stGndig zunehmenden Haut-
tumoren.

Ziele

Die Forschung zentriert sich auf drei Fro-
genkomplexe: 1) Wir wollen verstehen,
wie das adaptive Immunsystem Entwick-
lung, Differenzierung und Gewebeschd-
den solider Organe steuert, unter beson-
derer BerUcksichtigung der Haut. 2) Uns
interessieren die Grundlagen fir die
Tumorentwicklungin der Haut, und die Ent-
wicklung sinnvoller Tumortherapien. Ins-
besondere werden wir die Kenntnisse aus
Pathogenese und Therapie von Autoim-
munkrankheiten in sinnvolle Therapien
gegen Tumorkrankheiten Ubersetzen. 3)
Als neuesten Weg widmen wir uns, basie-
rend auf Erkenntnissen aus der Transplan-
tations-Immunologie, der Hautregenera-
tion und Hautbarriere, dem Thema der
Stammzelltherapie fUr schwere Hautfragi-
litGtssyndrome. FUr diese Krankheiten
besteht ein dringender Therapiebedarf;
das Konzept erarbeiten wir in enger
Kooperation mit dem Department fir
Padiatrie und Kollegen der Universitat Frei-
burg.

Strategie

1) Wir untersuchen die Wirkung der adap-
fiven Immunitat auf Entwicklung, Differen-
zierung und Schadigung solider Organe.
HierfGr analysieren wir primdr die Interakti-
on zwischen T Lymphozyten und Antigen-
prasentienden Zellen (APC) und die Regu-
lation der T Lymphozyten-Differenzierung
in vifro und in vivo. Diese Kenntnisse nut-
zen wir, um Uber kontrollierte in vivo-
Modulation von Immunantworten Thero-
pien fUr chronische Krankheiten zu entwi-
ckeln. So fanden wir, dass Interleukin 4

einerseits Uber den Einfluss auf APC vor
Infektionen schitzen kann. Andererseits
hemmt Interleukin 4 die Interferon / Inter-
leukin 17-dominierte Immunitét und kann
so schwere Autoimmunkrankheiten wie
die experimentelle Enzephalitis, ein
Modell der multiplen Sklerose, und die Pso-
riasis des Menschen zur Heilung bringen.
2) Die Ergebnisse aus dem Gebiet der
Autoimmunkrankheiten zeigen die Rolle
von Interferon/Interleukin  17-Immunit&t
fUr die Gewebszerstérung und Wachs-
tumshemmung. Diese Kenntnisse wurden
genutzt, um Therapien gegen autonom
wachsende Tumoren zu entwickeln - ins-
besondere neue Therapiemodalitdten
gegen Melanom und Karzinome. So
ergab sich, dass Tumor-spezifische
Immunantworten Tumoren zum Stillstand
bringen kdénnen. Entscheidend ist die
Bedeutung von Tumor Nekrose Faktor
(TNF) und Interferonen; beim Fehlen einer
TNF/Interferon-dominierten Immunitat
kdnnen Immunantworten sogar das
Tumorwachstum fordern. Diese Kenntnis
klart, wie einige der kUrzlich entwickelten
Tumor-Vakzine Tumorwachstum parado-
xer Weise fordern statt es zu hemmen. An
Modellkrankheiten entwickelte Daten
werden konfinuierlich in Therapieanséatze

Fig. 1: Psoriasis before (top left) and after treatment
with interleukin 4 (top right) and presence of pro-
inflammatory CCR5+ T cells (arrows) before thera-
py (bottom left); clinical clearance and loss of pro-
inflammatory CCR5+ T cells within 6 weeks of infer-
leukin 4 therapy (bottom right) (a phase I/Il frial;
modified from Ghoreschi et al., Nat. Med. 2003).



Fig. 2: Pro-inflasmmatory, interferon-y producing CD4 T cells that only surround developing tumor, and arrest tumor growth by cytokine
mediated signals without any sign of destruction (modified from Miller-Hermelink et al.; Cancer Cell 2008). A) Ex vivo imaging of the-
rapeutic, tumor-surroundounding CD4+ T helper cells. B) Arrest of fumor growth by peritumoral Cd4+ T helper cells. C) Tumor growth in

the absence of therapy.

fir den Menschen weiterentwickelt. 3)
Genetisch bedingte Haut-Fragilitats-
syndrome gehdren zu den am schwersten
belastenden Krankheiten des Menschen.
Basierend auf Kenntnissen beziglich Haut-
erkrankungen, die in Folge von Knochen-
markiransplantationen auftreten, sind wir
dabei, mit der Abteilung fUr Padiatrie eine
Stammzelltherapie fUr schwere, bulldse
Haut-FragilitGtssyndrome zu entwickeln.
Erste, prdklinische Daten zeigen, dass Kno-
chenmarkstammzellen in der Tat die
gestorte Barrierefunktion der Haut zumin-
dest teilweise wieder herstellen kdnnen.
Diesist eine erste Therapie-Chance fUr die-
se schwer erkranktenKinder.

Target-orientated immunotherapies:
development for immune mediated dis-
eases and cancer

Theresearch focuses on three major ques-
tions: 1) How regulates the adaptive
immune system development, differenti-
ation and damage of solid organse We
address this by asking who and why
interleukin 4-dominated or IL-23 deficient
immune responses silence harmful
immune reactions in the case of psoriasis
or experimental encephalitis, the experi-
mental model disease for multiple sclero-
sis. On the other side, we analyze the
modes of action leading fo tissue dam-
age and ftranslate them into novel
immune therapies for cancer diseases.
The results established a novel therapy for
the human disease psoriasis, uncovered
unexpected risks of tumor immune thera-
pies, and established key factors responsi-
ble for successful tumor immune thero-
pies. 2) We continuously work on the frans-
lation of data from animal experiments
info humans, and, inversely, use in vitro

analyses, and, where necessary use
model diseases in mice, to analyze in
depth the mode of action of novel thera-
pies under development forhumans. 3) As
novel direction we took advantage from
our experience in transplantation immu-
nology and develop, in close collabora-
fion with the department of pediatrics, a
stem cell therapy for severe blistering skin
diseases, a group of diseases with urgent
but unmet therapeutic need.
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Individualisierte Tumortherapie mittels

Pharmakogenomik

Wissenschaftliche Grundlagen

In den vergangenen Jahrzehnten wurde
eine Vielzahl von Arzneimitteln entwickelf,
die erstmals eine wirksame medikamen-
tése Therapie von zuvor nicht behandel-
baren Krankheiten ermoglichen. Trotz
dieser groBen Fortschritte sind mangelnde
Wirksamkeit und/oder unerwinschte
Arzneimittelwirkungen bisher ungeldste
Probleme. So zeigen 20 bis 50 % der
Patienten keine oder nur unzureichende
therapeutische Effekte oder die Therapie
muss frotz guter Wirksamkeit wegen Arz-
neimittelnebenwirkungen abgebrochen
werden. Sieht man von Uber- und Unter-
dosierungen eines Medikaments als
verantwortlichem Mechanismus ab, sind
die Ursachen firmangelnde Wirksamkeit

oder Nebenwirkungen noch weitgehend
unbekannt. Mit neuen Erkenntnissen aus
dem humanen Genomprojekt erhofft
man sich, diese Probleme besser [6sen zu
kénnen. Es wird erwartet, dass sowohl
neue krankheitsrelevante Gene als auch
therapeutische Zielstrukfuren auf geneti-
scher Ebene, insbesondere fUr onkologi-
sche Erkrankungen, identifiziert werden.
Damit soll es moglich werden, dem einzel-
nen Patienten eine fUr ihn maBgeschnei-
derte Therapie zukommen zu lassen mit
dem Ziel, den Therapieerfolg zu optimie-
ren und unerwiUnschte Arzneimittelwirkun-
gen zu minimieren. Beispiele, die diesen
Zusammenhang belegen, sind aus der
Tumortherapie bekannt. FUr ausgewdhlte
Arzneistoffe sind bereits heute schon
genetische Tests zur Therapieoptimierung
in derklinischen Anwendung.

Ziele

Vorrangiges Ziel der Pharmakogenomik ist
es, klinische Konsequenzen aus der gene-
tischen Variabilitét relevanter Drug tar-
gets abzuleiten und diese in der pradikti-
ven Diagnostik fUr Patienten einzufGhren.
Wir nutzen darUber hinaus genomweite
Ansétze zur Identifiziierung neuer Gene,
die an der Entstehung von Erkrankungen
beteiligt sind. Dies soll zu einer verbesser-
ten Krankheits- und Therapieklassifikation
auf molekularer Ebene fUhren und es zu-
dem erlauben, eine spezifische Arzneimit-
teltherapie bei genetisch definierten Un-
tergruppen von Patienten zu etablieren.
Eine zukUnftig individualisierte Arzneimit-
teltherapie soll das Ansprechen auf Medi-

kamente verbessern und Nebenwirkun-
genvermeiden (Abb. 1).

Strategie

Zur Umsetzung unserer Ziele wenden wir
die bisher etablierten “-omics” Technolo-
gien und Methoden an, wie sie bespiel-
haft in Abb. 2 dargestellt werden. Eine
wesentliche Voraussetzung fur unsere
Untersuchungen sind geeignete Patien-
tenkohorten und Biobanken, die valide
Informationen zum Therapieansprechen
und/oderzum Auftreten von unerwinsch-
ten Nebenwirkungen enthalten. Ein holisti-
scher Ansatz unter Einbeziehung bioinfor-
matischer Expertfise ermdglicht die Aus-
wertung und Interpretation der so gene-
rierften komplexen Daten.

Individualized tumor therapy by means of
pharmacogenomics

Variation in drug disposition and response
among patients is a major concern asso-
ciated withmany pharmaceutical agents
used in all disciplines of medicine. The clin-
icalrelevance of variability is most evident
with drugs with a narrow therapeutic win-
dow (i.e. the dose used is close to the
dose probably resulting in drug-related
toxicity in most individuals). With increas-
ingly available information from the Hu-
man Genome Project "Pharmaco-
genomics" aims to elucidate the genomic

Fig. 1: Individualization of Drug Therapy: benefit
and risk



Fig. 2: Strategy of Pharmacogenomics.
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Thrombozyten als inflammatorische Mediatoren
kardiovaskularer Erkrankungen

Wissenschaftliche Grundlagen

Historisch gehéren Thrombozyten zum
Koagulationssystems. Neuere Ergebnisse
implizieren, dass Thrombozyten auch als
inflammatorische Zelle wirken kénnen, an
Infektionen (Fitzgerald Nat Rev Microbiol
2006) oder pathogen-unabhdangiger
Inflammation (Gawaz, Langer, May. JCI
2005) partizipieren und sogar fUr die adap-
five Immunantwort wichtig sind (Elzey,
Immunity 2003). Vor wenigen Jahren
konnten unsere sowie eine weitere Grup-
pe unabhdngig voneinander aufzeigen,
dass Thrombozyten Atherosklerose, eine
inflammatorische chronische Erkrankung
der arteriellen Gefésse, bereits im frGhen
Stadium férdern (Massberg, J Exp Med
2002, Huo, Nat Med 2003). In aktuellen
Untersuchungen in einem in vivo Modell
der experimentell induzierten Autoimm-
unenzephalomyelitis (EAE) konnten wir
zeigen, dass Thrombozyten im Bereich
von inflammatorischen Lasionen vorhan-
den sind, mit inflammatorischen Zellen
interagieren und so die Pathophysiologie
der Erkrankung beeinflussen (Abb. 3). Dies
war abhdngig von einem Rezep-
tor/Liganden Paar auf Thrombozyt bzw.
inflammatorischer Zelle, GPlb/Mac-1.
Weiterhin konnten wir eine Interaktion von
Thrombozyten mit dendritischen Zellen in
vivo im Bereich vaskulérer Lasionen nach-
weisen (Langer, ATVB 2007). Neben Zell-
Zell Interaktionen zwischen Thrombozyten
und Leukozyten kénnten inflammatori-
sche Effekte durch Thrombozyten auch
parakrin vermittelt sein. Fundierte Untersu-
chungen sind notwendig, um die genau-
en Mechanismen der thrombozytenver-
mittelten Inflammation zu charakterisie-
ren.

Ziele
Im geplanten Vorhaben soll die Rolle von

Thrombozyten fUr inflammatorische kar-
diovaskuldre Erkrankungen wie Atheros-
klerose, Myokardinfarkt, Myokarditis,
inflammmatorische Kardiomyopathie und
vaskuldres Remodelling, fir welche Maus-
modelle in der Arbeitsgruppe etabliert
sind, evaluiert werden. Zugrundeliegende
Mechanismen der Promotion oder Modu-
lation inflammatorischer Prozesse durch
Thrombozyten sollen in geeigneten
Knockout Mausmodellen untersucht
sowie etablierte (z.B. Clopidogrel) wie in
klinischer Erprobung befindliche neue
Thrombozyteninhibitoren (z.B. Thrombin-
antagonisten) getestet werden. So kénn-
ten neue Therapieoptionen basierend auf
hypothetfischen Modellen, die (patho-)
physiologische Bedeutung von Thrombo-
zyten als Vermittler von Inflammation in
Betfrachtziehen, aufgedeckt werden.

Strategie

Basis fUr die Evaluation der Rolle von
Thrombozyten fUr inflammatorische Pro-
zesse in kardiovaskul@ren Erkrankungen
bilden die etablierten Mausmodelle der
Atherosklerose (apoE -/- Maus; Abb. 1),
der akuten Myokarditis (Abb. 2), der
autoimmun vermittelten inflammatori-
schen Kardiomyopathie, des Myokardin-
farkts sowie der/des vaskuld@ren Regene-
ration/ Remodellings. Mittels pharmakolo-
gischer Ansatze (z.B. Depletion von
Thrombozyten) oder genetischen Maus-
modellen mit thrombozytenspezifischer
Defizienz (z.B. GPlba-/- Maus) wird die
Rolle von Thrombozyten per se fur die
verschiedenen Stadien der Erkrankungen
sowie Mechanismen identfifiziert, wie
Thrombozyten Inflammation modulieren,
zum Beispiel Uber die verstarkte Rekrutie-
rung oder die lokale Aktivierung inflam-
matorischer Zellen.

Fig. 1: Atherosclerotic
lesion on APE -/- mice
and detection of vulner-
able plague areas by
radiolabelled GPVI.
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Platelets as inflammatory mediators of
cardiovascular diseases

Beyond their role in hemostasis, platelets
have been proposed as important play-
ersininflammation (Gawaz, Langer, May,
JCI 2005). Indeed, depletion or inhibition
of platelets reduces inflammatory cell
recruitment in different settings. Recent
data even suggested that platelets par-
ticipate in adaptive immune responses
(Elzey, Immunity 2003). Some years ago,
our and another independent group
showed for the first fime that platelets are
critical for the inifiation of atherosclerotic
lesion formation in vivo (Massberg, J Exp
Med 2002, Huo, Nat Med 2003). We could
now show in an in vivo model of experi-
mentally induced autoimmune ence-
phalomyelitis (EAE) that platelets are
present in inflammatory lesions, interact
with inflammatory cells and thereby
modulate disease progression. This was
dependent on distinct receptor/ligand
interactions between platelet GPlb and
inflammatory cell Mac-1. Besides facilitat-
ing leukocyte recruitment, platelets may
influence inflammation in many more
ways, for example the paracrine secre-
tion of cytokines or chemokines. In the
planned project, the role of platelets for
major cardiovascular diseases involving
inflammation such as atherosclerosis,
myocardifis or myocardial infarction are
to be investigated (Fig. 1&2). We will use
mouse models established in our group
and apply pharmacological and genetic
approaches to identify involved mechao-
nisms, how platelets may modulate
inflammation in these diseases. Thereby,
novel so far neglected therapeutic
options based on the function of platelets
as inflammatory cells may be discovered,
especially as constantly new drugs target-
ing platelet receptors such as thrombin
inhibitors are introduced into clinical trials.

Fig. 3: Platelet depletion results in reduced autoim-

mune encephalomyelitis (EAE) disease severity in
Vivo.
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Fig. 2: In vivo model of virus
(CVB3) induced acute
myocarditis at baseline (day
0) and day 8 after disease
induction.
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TransLimm Genome Center

Wissenschaftliche Grundlagen

FUr die individualisierte Immuntherapie
von Tumorenist die Kenntnis von zelluldren
Verdnderungen in den Tumorzellen der
Patienten essentiell. Jegliche Eigenart des
Tumors, seies eine bekannte oder neu ent-
deckte, liefert moglicherweise entschei-
dende Ansatzpunkte fir tumorbekdmp-
fende Antikdrper oder Immunisierungs-
strategien. Aus genetischer Sicht hat sich
das Erbgut der Tumorzellen durch neu ent-
standene Mutationen immer weiter ver-
andert. Dadurch entstehen zunehmend
Sché&den im Aufbau und in der Funktion
von EiweiBstoffen und damit Struktur- und
Stoffwechselbestandteilen. Die Tumorzel-
len werden damit allen Kérperzellen des
Tumorpatienten immer undhnlicher und
Unterschiede zu gesunden Zellen des
Patfienten kbnnen in einer Immuntherapie
- sofern sie bekannt sind - attackiert wer-
den. Im Genomzentrum von TransLimm
werden durch Hochdurchsatz-Sequenz-
analysen dieser Tumor-Erbsubstanzen die-
se Verdnderungen auf Ebene der DNA
identifiziert. Die dabei eingesetzten neu-
arfigen Sequenziertechnologien erlau-
ben uns, zigtausende von Informationen
zeitgleich zu erfassen (Abb. 1). Damit &ff-
net sich fUr die Krebspatienten erstmals
ein Behandlungsfenster, weil unmittelbar
nach chirurgischer Verkleinerung von
Tumoren das gewonnene Gewebe gene-
fisch analysiert und die erfassten Daten
schon nach 3-4 Wochen fUr die Produkti-
on von patienten-individuellen Immunisie-
rungslésungen genutzt werden und damit
fUr eine Tumortherapie eingesetzt werden
kénnen.

Ziele

In einer ersten Phase werden tumorspezifi-
sche DNA-Verdnderungen bei Patienten
mit hepatozelluldren Karzinomen und Peri-
tonealkarzinose sequenziert. Noch in die-
sem Jahr soll die Technologie soweit aus-
gebaut sein, dass wir innerhalb von vier
Wochen nach Tumor-Operation relevan-
te Sequenzverdnderungen entdecken
und hinsichtlich der Wirksamkeit in einer
Immuntherapie beurteilen kd&nnen. Mit
Ablauf des Jahres sollen die Analysen um
die Sequenzierung und Beurteilung von
RNA-(Transkript)-Verdnderungen erwei-
tert sein und ein vernetztes Datenwerk fur
die Immuntherapie zur Verfigung stehen.

Strategie

(1) Bei Krebspatienten werden im Rah-
men der chirurgischen Therapie Proben
des Tumor und des umgebenden gesun-
den Gewebes gewonnen und kryokon-
serviert. (2) Auskleinen Teilen dieser Gewe-
beproben wird nach pathologischer Beur-
teilung eine DNA- und RNA-Préparation
unternommen. (3) In diesen Nukleinsdure-
Pré&parationen werden etwa 100-200 rele-
vante Zielsequenzen mit Einfluss auf die
immunogenen Eigenschaften des Tumors
angereichert und fUr eine Sequenzierung
vorbereitet. (4) Durch Hochdurchsatz-
Seqguenzierung werden Daten dieser 200
Zielgene hergestellt. (5) Die bioinformati-
sche Analyse des individuellen Datensat-
zes identifiziert (i) immunogene Mutatio-
nen im Tumor, (i) Fusionstranskripte, (iii)
tumorsperzifische Transkripte. (iii) Dieser
Datensatz wird fUr die Immuntherapie
bereitgestellt.

TransLimm Genome Center

Immunotherapy of tfumors necessitates
the knowledge of tumor-specific antigens
which should be attacked by targeted
immune cells. As a substantfial part of
tumor-specific alterations are due to
somatic mutations in the tumor cell lines,
high-throughput sequencing of relevant
genes in tumors will be able to gather
these tumor-specific information. The
TransLimm Genome Center is dedicated
to prepare and sequence tumor samples
from our patients accordingly to provide
a list of fruncated or otherwise mutated

Abb. 1: Sequenzierdichte auf einem Next-
Generation-Sequencing Gerdat: Auf einer FiGche
von 4x2 cm werden etwa 400.000 Sequenzierun-
gen (grune Punke) parallel durchgefUhrt.



Fig. 2: Highthroughput sequencing in fumor samples (fop fo down): All patients included in the workflow will receive massive par-
allel sequencing in fumor samples and normal tissue in order to identify tumor specific mutations (A). After bioinformatic analyses
a second sequencing approach might further characterize the status of relevant lymph nodes or in metastases. The individual-
ized vaccination targets are selected upon this complete body of information (including standard expression profiling data). A
quality control phase (B) takes up estimates of target populations (mosaicism) and gathers second-line targets in non-responders.
All results of this phase help to further streamline the general workflow.

tumor-specific proteins. In afirst approach
we anficipate to enrich this target
sequences for 100-200 relevant genes
(Fig. 2) and resequence targeted DNA
fragments with 80-100 fold coverage in
order to capture part of the constitutional
mosaicism. Secondly, these efforts will be
complemeted by cDNA sequencing of
the respective samples. The compilation
of both data sefs helps to cross-validate
and prioritize tumor specific variants. An
additional filter set will annotate biologi-
cal relevance and antigeneity of the
respective variants. Thus the TransLimm
Genome Centeris dedicated to produce
accurate genome and transcriptome
based targets for immunotherapy. The
most crifical resource of this objective is
time as therapeutic intervention should
be available latest 8-10 weeks after sur-
gery. Therefore all steps willbe quality con-
trolled and tailored for high validity as
there is no time for extended second step
validation.
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Funktionelle Eigenschaften von Mikrogliazellen im
alternden und erkrankten Gehirn

Wissenschaftliche Grundlagen
Mikrogliazellen sind der Hauptbestandteil
der aktiven Immunabwehr im Zentralner-
vensystem. Im gesunden Gehirn befinden
sie sich in einem ruhenden Zustand. Die
ruhenden Mikrogliazellen patrouillieren
deren unmittelbare Umgebung mit ihren
Ausl@ufern und sind standig an der Repa-
ratur der Mikroverletzungen des Gehirns
(sei es ein Mikroinfarkt oder eine sterben-
de Zelle) beteiligt. Starkere pathologische
Stimuli fOhren zu Aktivierung von Mikroglia.
Alterungsprozesse sowie die neurodege-
nerativen Erkrankungen (z.B. Morbus Alz-
heimer) gehen auch mit einer Aktivierung
der Mikrogliazellen einher. Akfivierte
Mikrogliazellen sind ein substanzieller
Bestandteil der senilen Plaque, einer der
histologischen Hauptmerkmale der Alz-
heimer-Krankheit. Die von diesen Zellen
ausgehenden entzindlichen Prozesse
leisten, aller Wahrscheinlichkeit nach,
einen wichtigen Beitrag zur Pathogenese
der Erkrankung. Die aktivierten Mikroglia-
zellen sefzen kalziumabhdngig mehrere
Lytokine/EntzOndungsmediatoren (TNF-a,
Interleukine, Prostaglandin E2, etc.) frei.
Allerdings wurden bis dato die Mechanis-
men mikroglialer Kalziumsignalgebung
nur in kultivierten Zellen untersucht. Im
Vergleich zu in vivo befinden sich diese
Zellen in einem ganz anderen Akfivie-
rungszustand. Die Mechanismen sowie
der Ablauf dieser Prozesse in vivo sind
dagegen weitestgehend unklar.

Ziele

Das Hauptziel unserer Untersuchungen ist
es die funktionellen Eigenschaften von
Mikrogliazellen in vivo zu charakterisieren.
Es handelt sich dabei um die Mechanis-
men der Kalziumsignalgebung in ruhen-
den aber auch in aktivierten bzw. sich in
einem Aktivierungsprozess befindenden
Mikrogliazellen sowie um die zellakfivie-
rungsbegleitenden morphologischen
Verdnderungen dieser Zellen.

Strategie

Mithilfe der hochauflésenden Zwei-
Photonen Mikroskopie kombiniert mit den
neuartigen Zellanfarbe-Methoden ist es
uns vor Kurzem gelungen die Mikrogliazel-
len in vivo mit Kalzium-empfindlichen Indi-
kator-Farbstoffen anzufdarben und zu
visualisieren (Abb. 1). Nun sollen durch in

vivo Langzeitbeobachtungen dieser Zel-
len im jungen adulten aber auch im
alternden (Abb. 2) Gehirn die Gesetzma-
Bigkeiten deren Kalziumsignalgebung
unter Ruhe-Bedingungen untersucht und
mit denen der akfivierten Mikrogliazellen
in Mausmodellen der Alzheimer-
Erkrankung (Abb. 3, 4) verglichen werden.
DarUber hinaus soll geklart werden, inwie-
weit Mikrogliazellen und die von ihnen
freigesetzten entzindlichen Mediatoren
zur ,,Hyperaktivitat" der Neuronen in der
Plague-Ndahe (s. Busche et al., Science
2008) beitragen.

Abb. 1: Mikrogliazellen in vivo, im Cortex einer
adulten Maus. Die Zellen exprimieren grines
fluoreszierendes Protein (eGFP, rot). Die obere Zelle
ist darUber hinaus mit einem Kalzium-Indikator (Ore-
gon Green BAPTA 1 (OGB-1), grin) gefarbt.

Abb. 2: Mikrogliazellen (rot) im Corfex einer 15
Monate alfen Maus. In blau ist die Fluoreszenz des
Alterspigments Lipofuscin dargestellt.



Understanding microglial function in the
aging and diseased brain

Microglia are primary immune cells of the
CNS. Resting microglia found in the
healthy adult brain play a critical role in
defending its structural and functional
integrity. An appearance of a pathologi-
cal agent/event elicits rapid activation of
these cells. Microglial activation also
accompanies normal aging as well as
neurodegenerative diseases like Alzhei-
mer’'s disease (AD). In AD brains microglia
are clustered in and around amyloid B
deposits, the main histological hallmark of
the disease. The properties of microglia
were extensively studied inreduced prep-
arations (cell cultures) but little is known
about functional properties of these cells
in vivo. By using multficolor high-resolution
two-photon imaging combined with dif-
ferent cell labeling techniques we aim at
understanding the mechanisms underly-
ing in vivo calcium signaling in microglia
as well as their morphological responses
to physiological stimuli in the aging and
diseased brain. The ultimate goal of our
work is to understand the contribution of
microglia to the development of AD and
thus to identify possible new strategies for
AD therapy.

Abb. 3: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme der
Umgebung eines Amyloid-Plaques in vivo, in der
Schicht 2/3 des Mauskortex. Die Neuronen und
Astrozyten sind mit dem Kalzium-Indikator OGB-1
(grun) eingeférbt. Die Astrozyten sind dartber
hinaus mit einem Glia-spezifischen Indikator
(Sulforhodamine 101, rot) markiert. Die Plaques sind
mit Thioflavin S (blau) eingefarbt.

Abb. 4: Abbildung eines anderen Plaques (blau) in
der Schicht 1 des Mauskortex. In Plaque-N&he
befinden sich Astrozyten (gelb (OGB-1 +S101)) und
Mikroglia-Zellen (rot (eGFP-markiert)).
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Haploidente Stammzelltransplantationen als Platiform
fur weitere immuntherapeutische Strategien

Wissenschaftliche Grundlagen

Die allogene hdmatopoetische Stamm-
zelltfransplantation (HSCT) ist ein etablier-
tes Verfahren zur Behandlung von Patien-
ten mit verschiedenen fortgeschrittenen
bdsartigen Erkrankungen. Das ursprungli-
che Ziel dieses Verfahrens war es, die Re-
sistenz von Tumorzellen auf konventionelle
Dosen von Zytostatika durch eine enorm
hohe und ohne Transplantation letale
Dosis von Zytostatika zu Uberwinden und
die damit verbundene irreversible Zersto-
rung des Patientenknochenmarks durch
die Ubertragung des Knochenmarks von
einem HLA-identen gesunden Spender zu
verhindern. In den letzten Jahren hatsich
jedoch aufgrund vielfdltiger wissenschaft-
licher Studien gezeigt, daB der Erfolg der
allogenen Knochenmarkiransplantation
nicht so sehr von der Dosis der Zytostatika
abhdangt, sondern vielmehr dadurch be-
dingt ist, daB der Patient mit dem Kno-
chenmark ein neues und gesundes Im-
munsystem Ubertragen bekommt, wel-
ches besserin der Lage zu sein scheint, die
Proliferation von bdsartigen Zellen im Or-
ganismus des Patienten zu verhindern.

Da nicht fUr alle Patfienten ein HLA-
identischer Spender gefunden werden
kann, wurde die haploidente Transplan-
tation eingefUhrt. Wadhrend anfanglich
diese Transplantationen mit halb-
identischen Eltern oder Geschwistern als
Spender mit sehr vielen schweren und
auch tédlichen Nebenwirkungen verbun-
den war, ist sie mittlerweile durch verbes-
serte Techniken der Elimination von Spen-
der-T-Lymphozyten zu einem relativ siche-
ren Verfahren geworden.

Abb. 1: Elektronenmikroskopisches Bild einer NK-
Zelle (gelb), die eine Leukdmiezelle (rot) angreift
und lysiert. (copyright Eyeofscience, Reutlingen).

Ziele

Das Ziel unserer Arbeiten ist es, die haploi-
dente Transplantatfion als eine Form der
Immuntherapie einzufGhren und immun-
therapeutische Strategien zu entwickeln,
um das Auftreten von RUckfdllen nach
Transplantation zu verhindern. Hierbei
spielen vor allem die sogenannten NatUr-
lichen Killer (NK) Zellen eine wesentliche
Rolle. Diese Killerzellen kbnnen die Patien-
tentumorzellen genau dann angreifen,
wenn die HLA-Antigene des Patienten mit
denen des Spenders nurzum Teil Uberein-
stimmen, was gerade bei der haploiden-
ten Transplantation der Fall ist. Durch die
detaillierte Analyse des NK-Zellsystems
und dessen Funktion nach Transplantao-
tion erhoffen wir uns Aufschluss darGber,

Abb. 2: Schematische Dar-
stellung der NK-Zellapplika-
fion. Es kbnnen entweder

CD3-depletierte angerei-
cherte oder isolierte
CD56% NK-Zellen infundiert
werden.



I

Abb. 3: Ausgehend von Spenderleukapheresen (a) werden NK-Zellen durch ein halbautomatisiertes mag-
netisches Zellsortierverfahren im Reinraum isoliert (b) und anschlieBend den Patienten appliziert (c).

wie wir durch gerzielte Akfivierung dieser
Zellen eventuell noch vorhandene Tumor-
zellenim Patienten eliminieren kdnnen.

Strategie

Als Stammzellquelle verwenden wir mobi-
lisierte periphere Stammzellen von haploi-
denten Spendern, bei den die T-Zellen
mittels Positivselektion von CD34+ Stamm-
zellen oder durch Deplefion von CD3-
oder alpha/beta-positiven T-Lympho-
zyten entfernt werden. Dadurch erhoffen
wir uns einen zusatzlichen anti-Tumor Ef-
fekt durch die im Transplantat verbleiben-
den NK- Zellen und gamma/delta T-
Lymphozyten. Um diese Effekte zu verstar-
ken, sefzen wir zusatzlich Zytokine wie In-
terleukin 2 oder Inferleukin 15 ein. Eine
zus@tzliche Aktivierung dieser Effektorzel-
len erreichen wir durch die weitere Gabe
von monoklonalen Antikérper, die spezi-
fisch gegen Tumorzellen wie etwas das
Neuroblastom oder gegen Leuk&miezel-
len gerichtetsind.

Haploidentical stem cell transplantation
as a platform for further post-transplant
immunotherapeutic sirategies.

Hematopoietic allogeneic stem cell trans-
plantation is an established treatment for
patients with advanced tumors. Deeper
insightsinto the mode of action of this ther-
apy has provided increasing amount of
evidence that the success of HSCT in the
treatment of patients with malignancies is
related to a major proportion to the es-
tablishment of a new, donor-derived im-
mune system in the host and that this
allogeneic immune system is capable of
exerting a powerful anti-tumor activity.
Besides the donor-derived T-lymphocytes,
Natural Killer (NK) cells play an important
role in this setting. While the activation of
allogeneic T-lymphocytes might always
bear the risk of inducing severe Graft-
versus-Host Disease (GvHD), alloreactive

NK cells do not cause GvHD and are
therefore safe and potent effector cells.
Especially the discovery of the system of
Killer-inhibitory Receptors (KIR) on the NK
cells has triggered major research efforts
to harness the anfi-tumor effects of these
cells in the context of HSCT. Other func-
fions of NK cells, such as their ability to ex-
ert Antibody-dependent Cellular
Cytotoxicity (ADCC) might also add to
their potent anti-tumor effects after HSCT.
While GvHD reactions are caused by a/p+
T-lymphocytes, another important
effector cell population might be y/6+ T-
lymphocytes. These nonalloreactive T-
lymphocytes might also be able to mount
powerful anti-tumor effects in the context
of HSCT and clinical studies to exploit their
anti-tumor effects are underway.
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Rekombinante Antikorper und Nanopartikel fur die

Tumortherapie

Wissenschaftliche Grundlagen

Antikérper eignen sich aufgrund einer
ausgepragten Selektivitdt und relativ
hohen Affinitatidealerweise fur die Tumor-
therapie. Obwohl die Antikdrpertherapie,
einschlieBlich der Verwendung von Anti-
kérperkonjugaten, in den letzten Jahren
zunehmend an klinischer Bedeutung
gewonnen hat, muss doch festgehalten
werden, dass die Effizienz dieser Antikdr-
per noch weit hinter den Erwartungen
zurucksteht und oft nur partielle und vor-
Ubergehende Remissionen beobachtet
werden. Eine Verbesserung der Wirksam-
keit therapeutischer Antikoérper ist also
dringend erforderlich. Rasante Entwick-
lungen auf dem Gebiet des Anfikorper-
Engineering haben zur Etablierung einer
ganzen Reihe von potenten Antikdrper-
molekUlen gefUhrt. So kbnnen z.B. bispezi-
fische Antikorper fUr die Rekrutierung und
zielzellabhdngige Akfivierung von Effek-
torzellen des Immunsystems, insbesonde-
re von T-Zellen, eingesetzt werden, wel-
che Uber klassische Antikdrpertherapien
nicht erreicht werden. Die T-Zell-Antwort
kann dabei durch Einbeziehung costimu-
latorischer MolekUle noch verstarkt wer-
den. Antikoérper bzw. Antikdérperfragmen-
te eignen sich darUber hinaus auch als
Liganden, z.B. fur nanopartikulé@re Trager-
systeme. Die Kopplung von Antikdrpern
an die Partfikeloberfl&éche erlaubt einen
zielgerichteten Transport, z.B. von liposo-
mal verpackten Wirkstoffen, zum Tumor
und somit eine lokale Wirkstofffreisetzung
und verbesserte Wirksamkeit.

Ziele

Das Ziel unserer Arbeiten ist die Etablie-
rung neuer zielgerichteter Strategien fur
die Tumortherapie unter Verwendung
rekombinanter Antikérper zur selektiven
Erkennung von Tumorzellen bzw. tumoras-
soziierten Strukturen wie z.B. das Tumorge-
faBbett bzw. das Tumorstroma. Dabei
beschaftigen wir unsinsbesondere mit der
Entwicklung von bispezifischen und
bifunkfionellen AntikérpermolekUlen for
das Retargeting von T-Zellen zu Tumorzel-
len und einer effizienten, lokalen Stimulie-
rung der zytotoxischen Aktivitat. DarUber
hinaus befasst sich unsere Arbeitsgruppe
mit der Entwicklung zielgerichteter
nanopartikul@rer Tragersystemen fUr die
Tumortherapie, insbesondere fir den

Transport niedrigmolekularer Wirkstoffe
und neuartiger Proteintherapeutika.

Strategie

Neue Antikérperderivate fur die Immun-
therapie werden von uns rekombinant
hergestellt, indem z.B. die antigenbinden-
dene Region eines Antikdrpers mit einer
zweiten Bindestelle verbunden wird (bi-
spezifische MolekUle) bzw. mit einem
costimulatorischen Liganden fusioniert
wird (bifunkfionelle MolekUle). Dabei
werden auch Strategien zur Verlinge-
rung der Halbwertszeit einbezogen, wie
z.B. die Fusion mit Albumin oder einer

Abb. 1: Strukturmodell eines rekombinanten,
bispezifischen Antikdrpermolekdls ("single-chain
Diabody; scDb") bestehend aus zwei Antigen-
bindestellen (rot, grin) fusioniert mit einer Albumin-
bindedomdne (orange).

Abb. 2: Bindung von T-Zellen (grin) an eine
Tumorzelle (rot) nach Inkubation mit einem
bispezifischen Antikérper gegen das T-Zell-Antigen
CD3 und das tumor-assoziierte Antigen
Carcinoembryonales Antigen.



Albuminbindedomdéne. Ferner werden
von uns Antikdrper gentechnisch so modi-
fiziert, dass sie fUr eine gerichtete und
definierte Kopplung an nanopartikuldre
Tragersysteme eingesetzt werden kon-
nen. Dabei verwenden wir sowohl liposo-
male als auch polymere Partikel, bzw.
sog. Kompositpartikel bestehend aus
einem Polymerkern und einer liposomalen
HUlle. Die Evaluierung der antitumoralen
Akfivitat erfolgt sowohlin vitro in Zellkultur-
systemen als auch in relevanten Tumor-
mausmodellen.

Recombinant antibodies and nano-
particles for cancer therapy

Anfibodies offer the possibility to specifi-
cally recognize tumor-associated anti-
gens, e.g. on tumor cells, but also on the
tumor vasculature and the tumor stroma.
Our goal is to develop and apply geneti-
cally engineered antibody derivatives for
improved cancer therapy. This can be
achieved with bispecific and bifunctional
antibody molecules capable of
retargeting effector T cells to tumor cells
leading to a local and strong stimulation
of cytotoxic T cell responses. Because
these recombinant antibodies suffer from
arapid elimination from the blood stream,
we are developing also strategies to

Abb. 3: Aufbau eines Komposit-Nanopartikels,
bestehend aus einem polymeren Kern (orange),
der mit einem apoptose-induzierenden Protfein
(rof) funktionalisiert ist, und einer liposomalen Hulle
(hellblau), die mit Polyethylenglycolketten (grin)
stabilisiert ist und an die Antikérper-fragmente
(blau) fUr das Targeting konjugiert sind.

extend the half-life of these small mole-
cules. Antibodies can also be employed
as ligands, e.g. for the targeting of
nanoparticulate drug carrier systems such
as liposomes, polymeric particles or core-
shell composites to tumor cells. Here, we
use genetically modified antibody frag-
ments allowing a site-directed and
defined conjugation. The antitumor
activity of the recombinant antibodies
and targeted carrier systems is evaluated
in vitro and in vivo in relevant tumor mod-
els with the aim to establish novel treat-
ment optionsin oncology.
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Abb. 4: Fluoreszenzmikrosko-
pische Aufnahme von
Tumorzellen (grin) nach
Antikérper vermittelter Auf-
nahme zielgerichteter
Nanopartikel (rot). Die Zell-
kerne sind blau gefarbt.
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Interaktion von sterbenden Zellen mit phagozytaren
Zellen des angeborenen Immunsystems

Wissenschaftliche Grundlagen

Der menschliche Kérper besteht aus etwa
50 Bilionen Zellen, von denen ein groBer
Teil permanent erneuert wird. Im Gegen-
zug sterben taglich bis zu 100 Milliarden
Zellen ab. DafUr hat jede Korperzelle ein
endogenes Selbstmordprogramm, die
Apoptose. Durch sie werden vor allem im
Blut, inder Haut undin den Schleimh&uten
geschdadigte oder verbrauchte Zellen
vernichtet. Doch wie werden diese toten
Lellen entsorgte Blieben die Zell-"Leichen”
liegen, dannkdnntenssie eine Immunreak-
tion gegen die eigenen Korperzellen sti-
mulieren, weil die HUllen der zellul&ren
Leichen nach einer gewissen Zeit nicht
mehr intakt sind und ihr Inhalt, der Immun-
zell-aktivierende “Danger”-Signale ent-
halt, ins umliegende Gewebe freigesetzt
wird. Deshalb mUssen die zelluldren Lei-
chenschnellentsorgt werden.

Die korpereigenen “MdUllarbeiter”, die
diese Aufgabe Ubernehmen, sind die
Fresszellen (Phagozyten) des angebore-
nen Immunsystems. Sie spuren lhre Beute
Uber freigesetzte Lockstoffe ("Find-me")-
Signale auf, erkennen sie Uber prdsen-
tierte “Eat-me”-Signale, verschlingen und
verdauen sie. AbschlieBend produzieren
sie folerogene Botenstoffe (Zytokine), die
eine Immunreaktion aktiv unterdricken.
Es gilt mittlerweile als anerkannt, dass Sto-
rungen in einem dieser Teil-Prozesse zur
Entstehung von Autoimmunerkrungen,
wie dem systemischen Lupus erythemato-
des, beitragen. Auf der anderen Seite
stellt eine Immunaktivierung Uber diese
Mechanismen einen potenziellen Ansatz-
punkt fUr die anti-Tumor Immuntherapie
dar.

Ziele

Ziel unserer Arbeit ist es, die Effekte von
sterbenden Zellen auf phagozytare Zellen
der angeborenen Immunitat im Hinblick
auf Anlockung (Chemoattraktion), Pha-
gozytose, Akfivierung, Differenzierung
und Zytokinproduktion zu analysieren. Wir
wollen verstehen, warum und Uber wel-
che Mechanismen eine Immunantwort
gegen sterbende koérpereigene Zellen
ausgeldst wird. Damit 1asst sich moglicher-
weise ein therapeutischer Ansatzpunkt for
chronisch entzUndliche und autoimmune
Erkrankungen finden. AuBerdem erhoffen

wir uns, Uber die Manipulation und Kon-
vertierung der tolerogenen Zelltodsignale
in immunogene Faktoren eine Perspek-
tive fUr die anti-Tumor Immuntherapie
eroffnen zu kdnnen.

Strategie

Mit Hilfe moderner Fraktionierungs- und
Screeningverfahren zerlegen wir ster-
bende Zellen und von Ihnen freigesetztes
Material in die Einzelbestandteile und
untersuchen deren Einfluss auf phagozy-
tare Zellen der angeborenen Immunitatin
Migrations-, Phagozytose-, Differenzie-
rungs- und Zytokinproduktions-Tests. Auf
diese Weise haben wir bereits mehrere
“Find-me”- und “Eat-me"-Signale identifi-
ziert. Haben wir einen neuen Faktor gefun-
den, beschaftigen wir uns mit seinen mole-
kularen Wirkmechanismen und charakte-
risieren den verantwortlichen Rezeptor
und die zugehdrigen Signalwege. Ab-
schlieBend untersuchen wir, ob und inwie-
fern Defekte in den so identifizierten Mole-
kGlen mit Autoimmunerkrankungen asso-
ziiert sind und ob man die Kandidatenmo-
lekUle fUr anti-Tumor-Vakzinierungen ver-
wendenkann.

Abb. 1: Phagozytose von sterbenden Zellen (rof)
durch professionelle Fresszellen (grin). Bei erfolgrei-
cher Internalisierung ergibt die Uberlagerund aus
beiden Farben ein gelbes Signal.
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Abb. 2: Eliminierung sterbender Zellen durch professio-

Interaction of dying cells with phagocytic
cells of the innate immune system

Every day, in our body billions of cells are
generated by proliferation in the context
of tissue renewal. Conversely, an equal
number of cellsis eliminated by apoptosis.
The timely and efficient clearance of
these dying cell corpses by phagocytic
cells of the innate immune systemis of cen-
tral importance for the maintenance of
tissue homeostasis. Secreted “Find-me”-
and exposed “Eat-me”- signals comprise
the central elements mediating the re-
cruitment of professional phagocytes and
subsequently triggering the engulfment of
the dying prey in this scenario. Thereby,
the loss of plasmamembrane integrity is
prevented and no infracellular danger
signals are released into the surrounding
tissue, which otherwise could frigger an
inflammatory and autoimmune response.
Furthermore, after ingesting dying cells
phagocytes release anti-inflammatory
mediators in order to actively dampen a
putative immune response. There is grow-
ing evidence that the onset of inflamma-
tory diseases and autoimmune disorders is
closely linked to the inefficient removal of
dying cells.

Our work aims at characterizing the ef-
fects of dying cells on phagocytic cells of
the innate immune system (neutrophils,
monocytes, macrophages and dendrific
cells) in tferms of chemoattraction,
phagocytosis, activation, differentiation,
and cytokine production. Thereby, we
hope to open a therapeutic perspective

nelle Phagozyten der angeborenen Immunitét.

for chronic inflammatory and autoim-
mune disorders. Furthermore, the manipu-
lation of tolerogenic cell death signals
and their conversion into immunogenic
stimuli comprises a potential strategy for
future anti-tumorimmunotherapy.
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Sonderforschungsbereich (SFB) 773 )
Therapieresistenz solider Tumoren und ihre Uberwindung

Wissenschaftliche Grundlagen

Solide Organtumoren stellen weiterhin
eine der haufigsten Todesursachen dar,
fUr die bislang keine effizienten Therapien
zur VerfGgung stehen. Ein wesentlicher
Grund hierfUr ist die Resistenz der Tumor-
zellen gegenUber fraditionellen Behand-
lungsformen.

Der Sonderforschungsbereich SFB 773
“Therapieresistenz solider Tumoren und
ihre Uberwindung” hat sich deshalb zum
Ziel gesetzt, die molekularen Mechanis-
men der Therapieresistenz besser zu ver-
stehen. Die interdisziplindre Gruppe der
Projektleiter verbindet das gemeinsame
Interesse am Verst@ndnis der Therapiere-
sistenz, die es ermdglichen soll, durch Ent-
wicklung neuer genotoxischer sowie alter-
nativer zielgerichteter Anséize die Resis-
tenzmechanismen gegenUber konven-
tionellen Therapieverfahren zu durchbre-
chen.

Eine wesentliche Ursache der Therapiere-
sistenzist eine mangelnde Aktivierung von
Zelltodprozessen in Tumorzellen. Eine
Reihe von Projekten des SFB 773 untersu-
chen daher die Signalwege von Zelltod-
mechanismen. Ebenso werden Mechao-
nismen untersucht, die durch Aktivierung
von Seneszenz- (Alterungs-) Programmen
die Teilung von Tumorzellen unterdricken.
Im Mittelpunkt steht die Aufkldrung von
Signalwegen, die eine Therapieresistenz
vermitteln oder durch Aktivierung von
Uberlebenssignalen eine Wachstumskon-
frolle der Tumorzellen hemmen. Schlie-
lich widmet sich die Forschungsverbund
der Bedeutung von Tumorstammezellen,
die ein attraktives Target zur Uberwindung
derTherapieresistenz darstellen.

Ziele

Ziel des SFB 773 “Therapieresistenz solider
Tumoren und ihre Uberwindung” ist die
Erforschung der molekularen Grundlagen
der Resistenzbildung von soliden Tumoren
gegenUber Radio- und Chemotherapie,
um dadurch effizientere Ansatze zur Be-
kGmpfung therapieresistenter Tumore zu
ermoglichen. Im Mittelpunkt stehen dabei
die Aufkldrung von Signalwegen, Zelltod-
mechanismen, epigenetischen Verande-
rungen und die Bedeutung von Tumor-
stammzellen zur Uberwindung der Thera-
pieresistenz. Unter FederfGhrung der Medi-

zinischen Fakultat TUbingen sind die Fakul-
taten Biologie, sowie die Fakultat fur Che-
mie und Pharmazie beteiligt. FUr den er-
sten Foérderabschnitt von vier Jahren hat
die Deutsche Forschungsgemeinschaft
eine Férdersumme von 9,1 Millionen Euro
bereitgestellt.

Strategie

In verschiedenen Ansdfzen werden
Signalwege von Zellfodmechanismen,
Zellalterung, Autophagie, Prozesse der
epigenetischen Genregulation, Protein-
modifizierung, DNA-Reparatur, Zellzyklus-
kontrolle sowie ihrer Wechselwirkung mit
Zelltod und Proliferation der Tumorzellen
untersucht. Diese molekularen und zellu-
l&dren Zusammenhdnge werden auf Ein-
zelzellebene und in Tiermodellen analy-
siert und durch molekular orientierte Bild-
gebungsverfahren beleuchtet.

SFB 773: Understanding and overcoming
therapy resistance of solid tumors

Cancer is a leading cause of morbidity
and mortality in the industrialized western
counfries. While important therapeutic
improvements including even curative
approaches have been developed for
some lymphomas and leukemias, this
does not apply for most solid tumors. Cur-
rent treatment strategies comprise sur-
gery, radiotherapy and chemotherapy,
mostly with DNA-damaging anticancer
drugs. However, most solid fumors display
a high primary resistance to classical
genotoxic therapies, limiting the efficacy
of current freatment approaches. Conse-
quently, despite very few examples, most
solid tumors are stillnot curable to date.

The SFB 773 “Understanding and over-
coming therapy resistance of solid fu-
mors” is therefore devoted to the under-
standing of molecular mechanisms of
tfreatment resistance of solid human tu-
mors and to the exploration of innovative
tfreatment approaches to overcome
treatment resistance by an interdisciplin-
ary approach. All project leaders share a
profound inferest in understanding the
molecular and cellular mechanisms
which mediate solid tumor cell resistance
fo adjuvant non-surgical modalities of
fumor therapy, primarily radiotherapy



Fig. 1: The 6 Central Mechanisms of Therapy Resis-
tance. In order to resist chemo- and radiotherapy,
cancer cells can inhibit apoptotic and non-
apopftotic cell death signaling, inactivate senes-
cence programs, activate survival pathways or
induce protective autophagy. In addition to
genomic DNA mutations, epigenetic events such
as histone deacetylation and DNA methylation are
also involved in therapy resistance. Other resistan-
ce mechanisms include dysregulation of the pro-
teasome pathway or changes in microRNA expres-
sion. Finally, tumor stem cells appear to be invol-
ved not only in tfumor initiation and propagation,
but also represent a small fraction of fumor cells
with a built-in resistance to genotoxic therapy. All
six central mechanisms of therapy resistance are
addressed in the SFB 773.

and chemotherapy. The SFB 773 is there-
fore devoted fo translate the knowledge
of molecular resistance mechanisms into
efficient and innovative tfreatment strate-
gies aimed at circumventing such resis-
tance pathways in solid tumors. Following
their evaluation in preclinical models,
these innovative ftreatment strategies
shall be fransferred into clinical phase I/II
frials in cooperation with the Comprehen-
sive Cancer Center (CCC) Tubingen.
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GK 1302

Gradviertenkolleg "Der PI3K Signalweg in
Tumorwachstum und Diabetes”

Wissenschaftliche Grundlagen
Krebserkrankungen sind eine der haufigs-
tenTodesursachen. Obwohlin denletzten
Jahrzehnten Fortschritte in Diagnose und
Behandlung erzielt wurden, bestehen
nach wie vor die meisten Therapieformen
in der chirurgischen, chemo- oder strah-
lentherapeutischen Tumorbehandlung.
Eine wesentliche Ursache der Therapiere-
sistenz ist die Inaktivierung von Zelltodpro-
zessen und Aktivierung von Uberlebenssi-
gnalwegen in Tumorzellen. Hierbei spielt
die konstitutive Aktivierung des Phosphati-
dylinositol-3-kinase (PI3K) Uberlebens-
signalwegs eine besondere Rolle.

Weltweit leiden mehr als 150 Milionen
Menschen an Typ 2 Diabetes mellitus.
Obwohl akute Komplikationen wie das
diabetische Koma mittlerweile adéaquat
behandelt werden, haben die Langzeit-
folgen der mikro- und makrovaskuléren
Komplikationen einen erheblichen Anteil
an der erhohten Mortalitédt der Patienten.
Typ 2 Diabetes mellitus ist durch Insulinre-
sistenz und die fortschreitende Dysfunkti-
onund Uberleben der -Zellen im Pankreas
charakterisiert. Neuere Befunde belegen
eine wesentliche Rolle der PI3K in der Ver-
mittlung des Insulinsignals bei Glukose-
fransport, Glykogen- und Lipidstoffwech-
selund dem Uberleben der Zellen.

Die PI3-Kinase ist an der Regulation einer
Vielzahl biologischer Prozesse, wie dem
Stoffwechsel, Uberleben, Proliferation,
Apoptose, Autophagie und Migration
von Zellen beteiligt. Stérungen in diesem
zentralen Signalweg haben einen Einfluss
auf die Tumorgenese, da sie die Apopto-
se inhibieren und die Zellproliferation sti-
mulieren kénnen. Da die PI3K die Aufnah-
me von Ndhrstoffen und den Stoffwechsel
der Zellen konftrolliert, spielt sie ebenfalls
eine wichtige Rolle bei der Entstehung des
Typ 2 Diabetes.

Ziele

Die PI3K reguliert verschiedene zelluldre
Prozesse wie Apoptose, Autophagie, Pro-
liferation, Zellmetabolismus und Zellwan-
derung. Veradnderungen dieses zentralen
Signalwegs spielen eine wichtige Rolle in
der Tumorgenese, indem sie die Apopto-
se unterdriGcken und den Zellzyklus akti-
vieren. PI3K reguliert ebenso die zelluldre
Aufnahme von Ndhrstoffen und andere

metabolische Vorgdnge und beeinflusst
hierdurch die Entstehung und Verlauf des
Typ 2 Diabetes. Das Hauptziel des Interna-
tionalen Graduiertenkollegs ist die Unter-
suchung des PI3K/Akt Signalwegs und
seine Beteiligung an Tumorgenese und
Diabetes. Zu diesem Zwecke wurde ein
Nefzwerkverbund etabliert, welcher die
Expertise der exzellenten Forschungs-
standorte in TUbingen und Dundee
(Schottland/UK) vereint.

Strategie

Ein Verstdndnis der durch PI3K gesteuer-
ten komplexen Signalwege erfordert
interdisziplindre Forschungsanstrengun-
gen derin diesem Verbundantrag zusam-
menarbeitenden biochemischen, endo-
krinologischen, onkologischen, pharmao-
kologischen, physiologischen und zellbio-
logischen Arbeitsgruppen. TUbingen
besitzt eine lange Forschungstradition
und eine ausgezeichnete Expertise in der
Apoptose, Onkologie und Diabetes. Die
Forschungspartner in Dundee sind inter-
national anerkannte und fUhrende Exper-
ten des PI3K-Signalwegs. Beide Institutio-
nen in Tubingen und Dundee ergdnzen
sich komplementdar und verfigen
gemeinsam Uber ein einzigartiges Reper-
foire an Methoden, Ressourcen und
Betreuungsmadglichkeiten. Unsere Mission
ist es, zusammen mit unseren Graduierten
sowie mit Hilfe eines umfassenden Aus-
bildungsprogramms und erstklassigen
Umfelds einen tieferen Einblick in die Rolle
des PI3K-Signalwegs bei der Tumorentste-
hungund Diabetes zu erlangen.

GK 1302

Research Training Group “The PI3K Path-
way in Tumour Growth and Diabetes”
Phosphatidylinositol-3-kinases (PI13Ks) regu-
late diverse biological processes includ-
ing survival, apoptosis, autophagy, prolif-
eration, cellular metabolism and cell
migration. Alterations of PI3K-driven path-
ways have been implicated in fumouri-
genesis, because they suppress apoptosis
or alter cell cycle progression. PI3-kinases
control also nufrient uptake and cellular
metabolism, and thereby play an impor-
tantrole in type 2 diabetes. This multitude
of biological responses is mediated by a



highly complex signalling network and a
growing number of downstream
effectors, including other kinases, tran-
scription factors, ion channels and frans-
port molecules. It is evident that a better
understanding of the complex PI3K signals
in cancer and diabetes therefore requires
a concerted research by different disci-
plines in oncology, biochemistry, cell biol-
ogy, endocrinology, pharmacology, and
physiology that are all represented in this
network. TUbingen has a long-standing
interest and excellent reputation in
apoptosisresearch, oncology and diabe-
tes, which combines basic research in
cellular and animal models with clinical
research on large patient cohorts. The
partners in Dundee (Scotland/UK) are
internationally leading scientists in the

Fig. 1: Joint-Retreat of the International GK 1302 (TUbingen/Dundee) and the
Infernational GK 880 'Vascular Medicine' (Mannheim/Heidelberg/Groningen;
coordinator: Hans-Peter Hammes) in July 20-22, 2009, Castle Maurach

biochemistry and molecular biology of (Bodensee)

the PI3K pathway. Both insfitutions in

TUbingen and Dundee complement

each other and are unique in the reper-

toire of applied techniques, resources Projektleitung

and scientific supervision. Chaperoned
by an intense educational programme,
motivated graduates and an outstanding
scientific environment, our major mission is
to gain greater insight intfo the molecular
mechanisms of how the PI3K pathway
contributes to tumour progression and
diabetes.
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Holle & Huttner AG

Wissenschaftliche Grundlagen

Als eines der gréBten Baden-Wirttem-
bergischen Bioinformatik-Unternehmen
verfugt die Holle & HUttner AG in einem
sehr speziellen Markt Gber gebUndeltes
Fachwissen und langjéhrige Erfahrung im
Bereich Life Science. Das TUbinger Infor-
mationstechnologie-Unternehmen bietet
kundensperzifische Fachberatungen, die
in individuelle technische Softwareldsun-
gen munden. Bei komplexen Software-
projekten unterstUtzen die Experten der
Hoélle & HUttner AG ihre Kunden auch vor
Ort. 1992 gegrindet, sind aus den
anfangs drei mittlerweile 30 festangestell-
te Mitarbeiter geworden. Mit dem Erfah-
rungsschatz aus Uber 400 Projekten sowie
akfiver Mitarbeit in mehreren von Land
und Bund unterstUtzen Forschungsvorha-
ben werden Kompetenzen und Leistun-
gen konfinuierlich weiter ausgebaut.
Somit verfugt die Holle & HUtther AG auch
Uber Expertenwissen im Umgang mit klini-
schen Studien und den dazugehdrenden
Fragestellungen. FUr das Verwalten gro-
Ber Datenmengen, deren Aufbereitung
und Export bis hin zur Auswertung der
Daten wurden bereits geeignete Softwa-
relésungenimplementiert.

Seit Juni 2008 geh&rt die INTAVIS Bioanaly-
fical Instruments AG als Tochterunterneh-
men zur Holle & HUttner AG. Die Laborge-
réte der Holle & HUttner AG ergd@nzen die
Produkilinien der INTAVIS AG und kom-
plettieren somit das Angebot des Kélner
Unternehmens.

Die Zentrale der Holle & HUttner AG ist in
TUbingen, Niederlassungen befinden sich
in K&In, Heidelberg, Chicago (USA), Not-
fingham und Edinburgh (UK).

Ziele

Die Holle & HUtther AG mochte ihre Stel-
lung als eines der fGhrenden Beratungs-
und IT-Unternehmen im Bereich Life
Science behaupten und ausbauen. Spe-
ziell der 2008 ins Leben gerufene und
durch das Land Baden-Wurttemberg pra-
mierte ldeenScout-Prozess soll dabei hel-
fen. Diese innovative Dienstleistung wird
es gerade kleinen und mittelstdndischen
Kunden auch zukUnftig erméglichen eine
hochqualifizierte fachliche Beratung zu
fairen Konditionen zu bekommen. Der
IdeenScout beleuchtet Prozesse und
Abldufe und bietetin Verbindung mit den

Experten der Holle & HUtther AG Losungs-
konzeptionen und Software nach MaB —
abgestimmt auf die spezifischen Frage-
stellungen derKunden.

Strategie

Das hoch qualifizierte Mitarbeiter-Team
besteht aus Software-Experten und Natur-
wissenschaftlern, die zum GroBteil Uber
Doppelquadlifikationen verfigen. So ver-
eint die Holle & Huttner AG Fachwissen
und Erfahrung im Bereich Life Science mit
profunder Sofftware-Expertise. Aus diesem
Grund kdnnen Kunden von der kompe-
tenten Situationsanalyse und individuel-
len Beratung bis hin zur Umsetzung tech-
nisch-wissenschaftlicher Softwareldsun-
gen profitieren.

Mit dem innovativen IdeenScout-Prozess
bieten die TUbinger ihren Kunden eine
profunde Situationsanalyse und zeigen als
ldeengeber und Berater Potenziale zur
Verbesserung von Prozessen und Produk-
ten auf. Die Holle & HUtther AG entwickelt
L&sungsideen und kann diese durch ent-
sprechende Software-Entwicklungen
umsetzen.

Vorstdnde der Holle & Hittner AG.
Links: Dr. Steffen HUttner, rechts: Dr. h.c. Peter Beck.



Holle & Hittner AG

Holle & HUttner AG uses the challenges in
the fields of Life Science for designing
solutions for research, development and
production. Our own research and devel-
opment projects enable us to apply stra-
tegically new technologies in customized
ventures.

Holle & HUttner AG was founded in 1992,
the interdisciplinary feam of 30 scientists
and engineers of various specializations
works at the headquarter in TUbingen as
well as at the client’s companies.

The Hoélle & HUttner staff has backgrounds
in scientific research and has conse-
qguently the ability fo understand complex
problems and to solve them with its excel-
lent skills. Using our cutting-edge certified
development process we develop new,
innovative software solutions. Our com-
petence centers Engineering Solutions
and Life Science concentrate ourindustry
specific know how. In the intersection of
those dynamic industries we show our
customers new innovative and efficient
ways.
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Analyse des HLA-Ligandoms zur Identifizierung

tumorassoziierter Peptide

Wissenschaftliche Grundlagen

Praktisch jedes Protein einer Zelle wird auf
der Zelloberflache durch ein kurzes Peptid
reprasentiert. Diese Peptide stammen aus
dem normalen Proteinstoffwechsel und
werden durch sperzielle Rezeptoren, die
HLA-MolekuUle, innerhalb der Zelle gebun-
den und anschlieBend auf der Zelloberfla-
che prasentiert. Solche HLA-Pepftid-
komplexe werden sténdig von T-Zell-
rezeptoren abgetastet: T-Zellen sind in der
Lage. unerwUnschte Verdnderungen in
der Gesamtheit der HLA-présentierten
Peptide - dem HLA-Ligandom - zu erken-
nen und darauf zu reagieren. Im Falle ei-
ner Virusinfektion, aber auch wéahrend ei-
ner Tumorerkrankung werden auf der Zel-
loberfléche fremde oder abnormale (z.B.
mutierte) Peptide durch HLA prasentiert,
worauf zytotoxische T-Zellen die befalle-
nen Korperzellen eliminieren.

Daherist die molekulare Analyse des HLA-
Ligandoms essenziell fur die Charakterisie-
rung von Peptiden, die spezifisch fur Tu-
morzellen sind und Uber die das T-
Lellsystem effizient gegen Tumor vorge-
hen kann. Drei verschiedene Strategien
wurden erfolgreich etabliert und werden
parallel verfolgt, um HLA-Liganden als
neue Biomarker fUr Tumoren zu etablieren:
Eine Katalogisierung aller HLA-Liganden
des Menschen, eine gezielte Suche be-
sonders interessanter Kandidatenpeptide
durch synthetische Eichsubstanzen sowie
der quantitative Vergleich der HLA-
Liganden zwischen Tumor- und Normal-
gewebe eines einzelnen Patienten.

Ziele

Neben der Identifizierung neuer Zielstruk-
turen auf Tumorzellen zielt das Projekt auf
die Analyse der Individualitat: Welche
Uberlappungen oder Unterschiede be-
stehen zwischen den HLA-Ligandomen
von Primdartumoren und Metastasen? Kon-
nen ftumorassoziierte HLA-Liganden zwi-
schen verschiedenen Patienten oder zwi-
schen Tumoren verschiedenen Ursprungs-
gewebesidentisch sein?

Aus den Ergebnissen der Analysen lassen
sich fUr jeden Patienten individuell Peptid-
mischungen zusammenstellen, die Uber
eine Impfung sein Immunsystem gegen
den eigenen Tumor lenken sollen. Primd&-
res Ziel des Projekts ist es daher, pro Tumor-
probe einen Satz von 5-10 tumorassoziier-

ten HLA-Liganden zu identifizieren und fur
den Einsatz in klinischen Studien als Impf-
stoff bereitzustellen.

Strategie

Aus Tumorgewebe werden die HLA-
Molekule isoliert und inre Liganden freige-
setzt. Die molekulare Analyse erfolgt
durch eine Kombination von Chromato-
grafie und Massenspekirometrie, wobei
Peptide in Mengen von wenigen Piko-
gramm charakterisiert werden kénnen.
Umfangreiche Datenbankvergleiche
UberprUfen die Peptide auf ihren fumo-
rassoziierten Charakter, Stimulationen in
vitro ermdéglichen Aussagen Uber die Re-
aktionsmoglichkeit von T-Zellen gegen die
neu entdeckten Pepftide. Die Herstellung
der tumorassoziierten Peptide durch che-
mische Synthese erfolgt nach GMP-
Richtlinien, der fUr die pharmazeutische
Produktion erforderliche Antrag auf Her-
stellungserlaubnis nach dem Arzneimittel-
gesetz durchlduft derzeit das Prifverfah-
ren.

HLA ligandome analysis for the identifica-
tion of tumor-associated peptides

Essentially all human cells express surface
molecules (HLA) that perform a kind of
“showcase function”: Samples of pep-
tides representing most cellular proteins
are presented by HLA molecules. This al-
lows T cells to sense the integrity of all cells.
Alterations, for example after viral infec-
tions or tumor-specific mutations can thus

Abb. 1: Massenspekfrometrischer Nachweis des
Epitops ELTLGEFLKL aus dem Tumorantigen Survivin
mit Hilfe eines isotopenmarkierten synthetischen
Eichpeptids (calibrating peptide).




Abb. 2: Unterscheidung
,hormaler* (blau) und fumo-
rassoziierter (rof) HLA-
Liganden. Aus gesundem
Gewebe und dem Tumor
werden die HLA-pr&sen-
tierten Peptide isoliert und
unterschiedlich isotopenmar-
kiert. Alle Peptide, die fUr
den gesunden Zustand
représentativ sind, tfauchen
in der Analyse als Signalpdr-
chen auf (links unten), wéh-
rend die fumor-assoziierten
Peptide als Einzelsignale
sichtbar werden (unten
Mitte).

be sensed by T cells. Eachindividualtumor  fumors and their metastases, between tu-
expresses its own set of fumor anfigens mors of different origin and of different
(overexpressed, mutated, derived from  hostswillbe provided.

tumor viruses, fusion proteins efc.) some of

which are essential for tumor growth, oth-

ers being passenger alterations of “nor-

mal self”. All categories of tumor antigens Projektleitung

can give rise fo immunogenic peptides

recognizable by T cells that can kill the tu- Prof. Dr. Stefan Stevanovi¢

mor cells. Within this project, HLA

ligandomes of tumor and normal tissues of Interfakultéres Institut fur Zellbiologe

different origin will be analyzed in order to Abteilung Immunologie
identify novel target structures for Auf der Morgenstelle 15
immunotherapy: Immunoprecipitation of 72076 TUbingen

HLA molecules is followed by peptide ex-

traction and identification using capillary Tel.: 0049/(0)7071/29 87645
HPLC and mass spectrometry, sensitive Fax: 0049/(0)7071/29 5653
down tfo low picogram levels. Tumor-

associated peptides will be synthesized stefan.stevanovic@uni-tuebingen.de
under GMP conditions individually for

each patient and provided for vaccina- http://cms.elchtools.de/
tion studies using appropriate adjuvants

and conditions. Two layers of individuality

— the genotype of the HLA system on the

one hand, and the accumulated

genomic and proteomic changes of the

cells within a tumor on the other, are ad-

dressed for an individualized vaccination

against cancer, using only molecularly de-

fined therapeutics. In addition, insight into

molecular differences between primary
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Adoptiver Transfer antigenspezifischer T-Zellen bei
viralen Infektionen/Reaktivierungen nach allogener

Stammzelliransplantation

Wissenschaftliche Grundlagen

Die dallogene Stammzelltransplantation
(SZT) fGhrt zu einer tfransienten Immunsup-
pression, in der Virusinfektionen lebensbe-
drohlich verlaufen kénnen. Verbesserte
SZT-Regime und SupportivmaBnahmen
konnten zwar die Infekfionsraten senken,
fUr die Konftrolle der Infektionen ist jedoch
eine funktionelle T-Zellantwort essentiell.
Adenoviren (ADV), Cytomegalieviren
(CMV) und Epstein-Barr-Viren (EBV) reakti-
vieren meist endogen. Die Transfusion
Erreger-sperzifischer T-Zellen stellt eine viel
versprechende neue Therapieform dar
um adaptive Immunitat auf den Empfan-
ger zu Ubertragen. Hierbei werden anti-
gensperzifische T-Zellen von einem gesun-
den Spender isoliert und in einen erkrank-
ten Empfanger infundiert. Eine Isolierung
spezifischerT-Zellenist notwendig, um allo-
reaktive T-Zellen zu depletieren und damit
das Risiko einer komplikationsreichen
Graft-versus-Host-Erkrankung (GvHD) zu
minimieren. Adoptiver T-Zelltransfer wurde
bisher in aufwdandigen in vitro Protokollen
bei Virusinfektionen nach allogener SZT
durchgefuhrt. Spezifischer und deutlich
schnellerist die gezielte Selektion von erre-
gerreaktiven gegenUber nicht-reaktiven
T-Zellen mithilfe von zytokinspezifischen
Antikérpern (IFNy) nach ex vivo Stimulati-
on mit Antigen. Bisherige klinische Erfah-
rungen beziehen sich auf CMV, ADV und
EBV. Die Vertraglichkeit ist ausgezeichnet
und das GvHD-Risiko ist nach bisheriger
Erfahrung als gering einzuschd&tzen. Die
Generierungist ein nach geltenden GMP-
Richtlinien zugelassenes Verfahren.

Ziele

Das Ziel unserer Arbeitenist es durch adop-
tiven T-Zelltransfer eine bleibende, adap-
tive Immunitédt von gesunden Spendernin
erkrankte Empfdanger transferieren zu
kénnen. Dadurch sollen Patienten nach
Stammzelltfransplantation vor virusbe-
dingten Komplikationen geschitzt wer-
den und tfoxische virostatische Behand-
lungen vermieden werden. FUr méglichst
alle potentiellen Empféanger sollen pas-
sende T-Zellpréparate prompt verfGgbar
sein. Aufbauend auf den bisherigen Erfah-
rungen mit antiviralen T-Zellen bietet das
Verfahren des adoptiven T-Zelltfransfers
die Option in Zukunft auch eine Immun-
antwort gegen maligne Zellen therapeu-

tisch zu nutzen. DarUber hinaus ist das
Verstdndnis und die gezielte Manipulation
der T-Zellantwort als Therapieverfahren
eine bleibende Herausforderung.

Strategie

FUr den adoptiven Transfer virusspezifi-
scher T-Zellen bei Viruskomplikationen
nach SZT stehen nach Arneimittelgesetz
und GMP-Richtlinien Methoden wie IFNy
sekretions-Assays zur Herstellung von anti-
gensperzifischen T-Zellen zur VerfGgung.
Die sperzifisch reaktiven, zytokinproduzie-
renden T-Zellen kdnnen magnetisch iso-
liert werden, wobei das endgultige T-

Abb. 1: Die Generierung ist ein nach geltenden
GMP-Richtlinien zugelassenes Verfahren und muss
unter groBem regulatorischem und materiellem
Aufwand in Reinrdumen nach geltendem Arznei-
mittelgesetz durchgefUhrt werden.

Abb. 2: Im Gegensatz zu konventionellen T-
Zelltherapien, bei denen groBe T-Zellzahlen infun-
diert wurden, wird eine geringe Zahl an T-Zellen
infundiert und diese T-Zellen expandieren dann in
vivo.



I

Zellpraparat nurwenige, dafur aber spezi-
fisch selektionierte Spender-T-Zellen ent-
halt. IFNy-selektionierte T-Zellen enthalten
eine Mischung aus T-Helfer Zellen und
zytotoxischen T-Zellen um eine bleibende
Kontrolle viraler Reaktivierungen in vivo zu
erreichen. Im Gegensatz zu konventionel-
len T-Zelltherapien, bei denen groBe T-
Zellzahlen infundiert wurden, wird eine
geringe Zahl an T-Zellen infundiert und
diese T-Zellen expandieren dannin vivo.

Adoptive transfer of antigen-specific T-
cells in viral infections / reactivations post
allogeneic stem cell transplantation

Allogeneic stem cell transplantation (SCT)
can expose patients to a transient but
marked immunosuppression, during
which viral infections are an important
cause of morbidity and mortality. The
control of these infections will ultimately
depend on the restoration of adequate T-
cell immunity. Most viral infections after
SCT are caused by the endogenousreac-
tivation of persistent pathogens such as
adenovirus (ADV), cytomegalovirus
(CMV), and Epstein-Barr-virus (EBV). Cellu-
lar immunotherapy is an attractive
approach to enable immune protection
of the host. The isolation of pathogen-
specific T-cells from a healthy donor and
infusion info a recipient is done by a pro-
cedure known as adoptive T-cell fransfer.
The separatfion of pathogen-specific T-
cells is necessary to deplete alloreactive
T-cells and avoid graft-versus-host disease
(GVvHD). Adoptive T-cell transfer has been
performed after allogeneic SCT in many
patients with CMV, EBV and ADV infec-
fions using time- and labour-consuming
protocols. Based on basic research new
immunotherapeutic protocols aim at a
broader and faster availability of adop-
five T-cell fransfer. However, the manipu-

lation of antigen-specific T-cell responses
as a freatment approach remains an
ongoing challenge and is a focus ongo-
ing franslational research.

Projektleitung
Dr. Tobias Feuchtinger

Eberhard Karls Universitét TUbingen
Padiatrische Hamatologie / Onkologie
Universitatsklinik fUr Kinderheilkunde
und Jugendmedizin
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72076 TGbingen

Tel.: 0049/(0)7071/29 81378
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tobias.feuchtinger@med.uni-
tfuebingen.de

www.medizin.uni-tuebingen.de/kinder
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Abb. 3: Die Infusion von
antigenspezifischen T-Zellen
von einem gesunden Spen-
der auf einen erkrankten
Empfanger wird als adopti-

ver T-Zelltransfer bezeichnet.
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Ethik der Forschung an innovativen Therapieansatzen

Wissenschaftliche Grundlagen

Aufgabe der Forschungsethik ist es, Pro-
banden und Patienten, die an medizini-
scher Forschung teilnehmen vor den
Schéden zu schitzen, die dabei entste-
hen kdnnen. Geregelt wird dieser Schutz
von verschiedenen ethischen und rechtli-
chen Richtlinien, wie dem Arzneimittelge-
setzin Deutschland, international von den
Guidelines for Good Clinical Practice der
International Conference on Harmonisa-
fion oder der Deklaration von Helsinki des
Weltarztebundes. Einigkeit herrscht weit-
gehend Uber die ethischen Prinzipien,
denen biomedizinische Forschung ge-
recht werden muss, wie die wissenschaftli-
che Gultigkeit der Versuchsanordnung,
das angemessene Verhdltnis von Nutzen
zu Risiken und Belastungen, das infor-
mierte Einverstdndnis der Teilnehmer,
oder die Zustimmung der zusté@ndigen
Ethik-Kommission. Dagegen ist es hdufig
schwierig, diese ethischen Prinzipien in
neuen Kontexten anzuwenden, was in
denletzen Jahren zu mehreren Kontrover-
sen gefthrt hat, etwa bei internationaler
medizinischer Forschung in Drittweltlan-
dern oder Placebo-Kontrollen. Probleme
werfen ebenfalls innovative Therapiean-
sGfze und Forschungsmethoden insbe-
sondere bei lebensbedrohenden Erkran-

Abb. 1: Hippokrates

Hippokrates vs. Pasteur

kungen auf. Entsprechende Fragen sind
wie das Risiko bei speziessperzifischer
Forschung eingeschdétzt werden kann
und wie in solchen Fdallen ein gUltiges
informiertes Einverst@dndnis gegeben
werden kann, wenn selbst bei den Exper-
ten manche Aspekte umstritten sind.

Ziele

Die ethischen Fragestellungen der in
TransLimm vereinigten Forschung sollen
im Detail analysiert und im Kontext eines
umfassenden, prinzipienorientierten syste-
matischen Ansatzes angemessen beant-
wortet werden. Hierdurch soll gewdhrleis-
tet werden, dass ethische Probleme
rechtzeitig erkannt und geldst werden,
sowie neuartige Zusammenhdnge syste-
matisch erarbeitet werden. Eine projeki-
bezogene Ubersicht soll als grundlegende
Orientierung fur die teilnehmenden For-
scher dienen und als Resultat sollen exem-
plarische ethische Empfehlungen fir ver-
gleichbare translationale Forschung an
innovativen Therapien erarbeitet werden.

Strategie

Die ethische Forschung, Analyse und
Orientierung soll in enger Kooperation die
biomedizinische, bei Bedarf auch bera-

Abb. 2: Pasteur



tend, begleiten. In einem ersten Schritt
sollen die ethischen Aspekte der verschie-
denen Forschungsvorhaben in einer
Ubersicht aufgearbeitet werden. In RUck-
sprache mit den Forschern sollen dann
die ethischen Probleme prazisiert werden.
Ein systematischer prinzipienorientierter
Ansafz wird auf diese Probleme ange-
wendetundinnerhalb dieser Anwendung
weiterentwickelt. Die ethische Methodik
der Prinzipienreflexion wird durch Syn-
these der Ergebnisse von Literaturrecher-
chen zu relevanten Kontexten ergénzt
(z.B. ethische Probleme in der onkologi-
schen Forschung, einschlieBlich relevan-
ter empirischer Aspekte wie das Auftreten
des sog. "therapeutischen Missverstand-
nisses").

Ethics of research on innovative thera-
peutical procedures.

While many of the main ethical principles
guiding biomedical research are uncon-
troversial, problems occurin their applica-  Abb. 3: HIV-Impfstoff-Studie
fion in new contexts. Recent examples
are international research cooperations,
illustrated by the HIV-maternal to child
fransmission trials in 1994 and phase 1 trials
with species-specific therapies, after the
trial of TGN1412 led to severe harm for the
trials participants in 2006. Our objective is
to identify comparable contexts related
to the different research projects in
TransLimm in time, to develop a system-
atic and principled ethical framework,
and to provide advice for the researchers
involved. For this purpose we will analyze
the different therapeutic approaches in
detail according to innovative proce-

dures, disease patterns, international : .. . .
cooperatfion etc. and relate them fo I'\r:\s(;‘g:)zf":ur Ethik und Geschichte der

widely accepted principles of research

ethics, such as scientific validity, informed gz%gir;gfrkr)de 7 WIeS I ng
consent, and a favorable risk-benefit vbingen
ratio. Literature research under consider-
ation of relevant empirical aspects will
amend this principled ethical reflection.
Based on this general framework we will
develop systematic and principles rec-
ommendations which will provide the
necessary ethical orientation for the
researchers involved regarding the par-
ficular and complex ethical problems
especially generated by new contexts of
research ethics to which their work may
be connected.
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