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2. Darstellung des Spektrums aller Forschungsthemen der Forschergruppe:

Der Schwerpunkt liegt auf dem Gebiet der Tumorimmunologie und der Entwicklung von
Tumorvakzinen in klinischen Studien und translationalen Forschungsprogrammen mit dem Ziel des
Einsatzes fir Patienten mit fortgeschrittener Tumorerkrankung, minimaler Resterkrankung und
adjuvant.

Durchfiihrung mehrerer klinischer Studien mit Vakzinierungen mit unterschiedlichen Tumorpeptiden
in Kombination mit den Adjuvantien GM-CSF und dem Helferprotein KLH bei Patienten mit
unterschiedlichen soliden Tumoren und Leukdmie.

e Detailliertes immunologisches Monitoring dieser Studien:

- T-Zell-Monitoring mit funktioneller und phanotypischer Charakterisierung im
peripheren Blut, Knochenmark und falls méglich im Tumorkompartiment

- Analyse des T-Zellrezeptor-Repertoires Vakzine-induzierter T-Zellen

- Analyse regulatorischer Zellelemente

- Analyse Vakzine-induzierter Antikdrper-Antworten

- Detaillierte Analysen der Tumor-/ Leukdmiezellen und Identifizierung potentieller
Resistenzmechanismen

e Analyse spontaner Tumor-/ Leukdmie-spezifischer T-Zell-Antworten

e |dentifizierung neuer Tumor- und Leukdamie-assoziierter Antigene

e Charakterisierung von Tumor-/Leukdmie- und Virus-spezifischen T-Zellantworten in
verschiedenen Kompartimenten (z.B. peripheres Blut vs. Knochenmark, peripheres Blut vs.
Tumor)

e Analyse von Immunproteasomen im Kontext von T-Zell-Immuntherapien
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3. Darstellung der Forschungsprojekte, die in den Raumen der RCIS bearbeitet werden:

Randomisierte Multizenter-Vakzinierungsstudie mit WT-1-Peptid, KLH und GM
CSF zur Remissionserhaltung bei Patienten mit AML

Fragestellung /Hintergrund:

In einer bisherigen durch die Carreras-Stiftung geférderten klinischen Phase II-Studie konnten wir
zeigen, dass eine Vakzinierung mit dem HLA-A2-bindenden WT1-Peptid bei Patienten mit AML sicher
durchgefiihrt werden kann, trotz Prasenz der Leukamie bei den meisten Patienten eine T-Zell-Antwort
induziert, und klinisch relevante Aktivitat hat. Dies ist die Voraussetzung fiir den nachsten Schritt, die
Vakzine in kontrollierter Form in der adjuvanten Behandlung bei Hochrisikopatienten zu testen und zu
prufen, ob die Rezidivrate bei Patienten mit AML durch Vakzinierung mit WT1 signifikant gesenkt
werden kann. Primdres Studienziel ist innerhalb des 1. Jahres nach Chemotherapie die Rezidivrate von
50% in der Kontrollgruppe auf unter 30% in der Vakzinegruppe zu senken. Sekundare Studienziele
sind Toxizitdt der Behandlung, Zeit zur Progression, Gesamtiiberleben, Bestimmung der Rate der
Patienten mit T-Zell-Antwort, Untersuchung eines Zusammenhangs zwischen Immunantwort und
Rezidivrate und Bedeutung erhohter WT1-mRNA-Konzentration als prognostischer Marker. An dieser
Studie werden sich 8 Zentren beteiligen und die Rekrutierung von insgesamt 122 Patienten istin 1 1/2
Jahren geplant. Aufgrund von regulatorischen und organisatorischen Schwierigkeiten hat sich die
Initiilerung der Studie leider weiter verzégert und ist nun fiir 2012 avisiert.

EU-Projekt: Vakzinierungsstudie mit WT-1-Peptid, KLH und GM-CSF bei Patienten mit soliden
Tumoren:

Fragestellung /Hintergrund:

WT1-basierte Vakzinierungen haben tberraschende klinische und immunologische Effektivitdt bei
Patienten mit AML gezeigt. WT-1 ist auch in einer Vielzahl von Karzinomen (iberexpremiert und spielt
dort, dhnlich wie bei der AML, als Transkriptionsfaktor eine essentielle Rolle fiir die Proliferation von
Tumorzellen. Ziele dieser Phase-lla-Studie bei HLA-A2 positiven Patienten mit soliden Tumoren sind
die Analyse der Immunologischen Effektivitdt, der Toxizitat und der Klinischen Antwort.

Key results/Perspektiven:

Die Rekrutierung der Studie ist nach insgesamt 17 Patienten mit WT1-lUberexpremierenden Tumoren
im Herbst 2010 beendet. Dabei zeigten sich vielversprechende klinische Resultate, bei geringer
Toxizitat. Die Immunologische Auswertung steht noch aus. Insgesamt rechtfertigen die Ergebnisse im
Sinne eines ,,Proof of Principle” weiterfiihrende kontrollierte Therapiestudien bei einzelnen Entitdten
solider Tumoren. In Planung ist derzeit eine Studie bei Patienten mit malignem Pleuramesotheliom.

Identifizierung der Prdvalenz moglicher Immun-Resistenzmechanismen akuter Leukdmien
sowie potentieller T-Zell-Defekte im Kontext von Vakzinestrategien mit dem Wilms
Tumorgen-1 (WT1).

Fragestellung /Hintergrund:

Ergebnisse einer aktuellen klinischen Phase I/11-Studie mit einem WT1.A2.1-Peptid bei Patienten mit
rezidivierter AML zeigen eine hohe Immunogenitat mit der Induktion spezifischer T-Zellen bei 70% der
Patienten und Hinweise fiir klinische Effizienz. Bislang fehlen jedoch systematische Untersuchungen
zu der Frage, mit welcher Effizienz Leukdmieblasten von WT1-spezifischen zytotoxischen T-Zellen
(CTL) zerstort werden und welche Charakteristika der Blasten diese Effizienz beeinflussen. Zudem ist
wenig Uber die potentielle Suppression der WT1-spezifischen T-Zellen durch die Leukdmie bekannt.
Zudem sollen Vakzine-induzierte WT1-spezifische T-Zellen aus peripherem Blut (PB) und
Knochenmark (KM) phanotypisch und funktionell charakterisiert werden. Besondere Berlicksichtigung
sollen dabei immun-regulatorische Molekile sowie das Vorliegen regulatorischer Zellelemente und
deren potentiell unterschiedliche Auspragung im PB und KM finden.
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VI.

Key results/Perspektiven:

Die Auswertungen der umfangreichen Analysen sind abgeschlossen, so dass in Kirze ein Manuskript
zu den relevanten Resistenzmechanismen vorliegen sollte.

Entwicklung einer WT1-Vakzine bei Patienten mit HCC

Fragestellung /Hintergrund:

Einen vielversprechenden therapeutischen Ansatz fur das hepatozelluldre Karzinom (HCC) sowohl in
der therapeutischen, als auch potentiell in der prophylaktischen Situation, stellt die Immuntherapie
dar. Ein mogliches Target-Antigen dafur ist WT1, der als Transkriptionsfaktor im fetalen Lebergewebe
exprimiert ist, allerdings nicht im Lebergewebe von Erwachsenen. Bei chronischen Lebererkrankungen
ist WT1 re-exprimiert und mit der Progression dieser Erkrankungen assoziiert. Gleichzeitig ist bei WT1-
Expression die Wahrscheinlichkeit der Entwicklung einer Hepato-Karzinogenese hoher und beim HCC
ist eine erhohte WT1-Expression mit groRerer Verdopplungszeit des HCC und der Hohe des T-Stadiums
assoziiert. Angesichts der moglichen funktionellen Relevanz von WT1 fir die Progression von
chronischen Lebererkrankungen und des HCC soll in diesem Projekt die Eignung von WT1 als
Zielstruktur fir Immuntherapeutische Ansatze, insbesondere unter Bericksichtigung potentiell
limitierender immunsuppressiver Mechanismen beim HCC geprift werden.

Key results/Perspektiven:

Im ersten Schritt konnten spontane WT1-spezifische T-Zell-Antworten bei Patienten mit HCC und zu
einem kleineren Anteil auch bei Patienten mit chronischer Hepatitis und Leberzirrhose nachgewiesen
werden. Diese Daten unterstiitzen die Immunogenitdt von WT1 beim HCC und dessen potentiell
Nutzbarkeit als Antigen fiir Inmuntherapeutische Ansdtze beim HCC.

Korrelation zwischen Eisenstatus und Immunstatus bei Patienten mit
Myelodysplastischem Syndrom

Fragestellung /Hintergrund:

Eisenliberladung ist ein hdufiges Problem bei Patienten mit MDS. Zahlreiche Untersuchungen legen
nahe, dass der Eisenstoffwechsel und insbesondere eine Eisenliberladung signifikante
immunmodulatorische Effekte aufweist und eine wichtige Rolle fiir eine insuffiziente Infektabwehr
spielt. Die Immunmodulation scheint dabei neben der zelluldren und der humoralen Immunabwehr
auch das Monozyten/Makrophagen-System und das Komplementsystem zu betreffen. Bei Patienten
nach allogener Stammzell-Transplanation konnte gezeigt werden, dass Patienten mit hohem Serum-
Ferritin vor der Transplantation ein signifikant hoheres Risiko hatten an einer Infektion zu versterben
oder ein Organversagen zu entwickeln. Bei Patienten mit MDS fehlen bisher systematische Analysen
bezuglich des Immunstatus in Korrelation zum Krankheits- und/oder Therapieassoziiertem Eisenstatus
und einer damit potentiell einhergehenden Infektneigung. Weiterhin fehlen Analysen beziglich des
Einflusses einer Eisenchelation auf den Immunstatus von Patienten mit MDS.Ziel dieser Untersuchung
ist daher die Evaluation einer moglichen Korrelation zwischen Eiseniliberladung und Immundefizienz
bei Patienten mit MDS, sowie die Evaluation potentieller Immunmodulatorischen Effekte einer
Eisenchelation bei Patienten mit MDS.

In vivo Bildgebung zeitlich-6rtlicher, spezifischer T-Zellaktivierung und T-Zellmigration zur
Evaluation und Entwicklung verbesserter Tumortherapien.

Fragestellung /Hintergrund:

Die Effizienz der Antigen-spezifischen T-Zelltherapie ist durch ein Fehlen an Langzeiteffekten und eine
insuffiziente Infiltration der transferierten T-Zellen in den Tumor limitiert. Wir entwickelten eine
Methode, die eine Click-beetle Luziferase zur Erfassung der NFAT Aktivierung mit einer konstitutiven
Luziferase kombiniert, um Gber nicht-invasive Bildgebung gleichzeitig die Migration und Aktivierung
von T-Zellen in vivo darzustellen. An Hand eines Tiermodel mit H-Y T-Zellrezeptor (TCR) transgenen
(tg) T-Zellen soll mittels in vivo Bildgebung iber Biolumineszenz die Erfassung von Migrations- und
Aktivierungsmuster im Verlauf ermoglicht werden. Durch das Modell soll die Kinetik von Infiltration
und Funktionalitdt tumor-spezifischer T-Zellen in unterschiedlichen Therapiekombinationen
evaluieren, und neue Therapieanséatze in ihrer Effektivitdt getestet werden.
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VII.

VIIL.

Forschungshaus Tibor-Diamantstein-Haus

Prozessierung WT1-assoziierte Klasse-l Epitope und Einfluss
inflammatorischer Zytokine auf deren Antigenitat und Prasentation.

Das Projekt soll in Kooperation mit dem Ludwig Institute for Cancer Research, Brussel durchgefiihrt

und ist derzeit in Planung

Immunomodaulatory effects of 5-azacytidine in Acute myeloid leukemia

Das Projekt ist derzeit in Planung

Weitere Projekte als Kooperationspartner:

I Adoptive WT1-gerichtete T-Zell Therapie der AML, Frau Prof. Scheibenbogen (Med.
Immunologie, Charité CCM), Kooperationspartner: Letsch, Uharek (Ham/Onk, CBF),
Reinke (Nephrologie, CVK) geférdert durch José Carreras Leukamie-Stiftung,

1l Stem cell-like memory T cells in bone marrow, Frau Prof. Scheibenbogen (Med.
Immunologie, Charité CCM), Kooperationspartner: Letsch, (Hdm/Onk, CBF), Reinke
(Neprologie, CVK), Skurk (Kardiologie, CBF) gefordert durch BCRT, Berlin

4. Forderung der Arbeiten durch:

V.
V.
VI.
VII.
VIII.

Deutsche José-Carreras-Leukamie-Stiftung

EU-Projekt ,,Cancer Immunology and Immunotherapy”

Drittmittelantrag fiir potentielle Folgestudie in Vorbereitung
Rahel-Hirsch-Habilitations-Stipendium der Charité, Stipendium der Sonnenfeld-Stiftung ( D.
Stather)

Drittmittelantrag fiir potentielle Folgestudie in Vorbereitung

Novartis Pharma GmbH

DFG, ECRC

Drittmittelforderung beantragt

Drittmittelforderung beantragt

5. Kooperationen:

1
2.
3.
4

b

© o N o

AG Prof. Dr. Carmen Scheibenbogen, Med. Immunologie, Charité CCM
AG Prof. van der Bruggen, Ludwig Institute for Cancer Research, Brissel

AG Prof. Greenberg, Fred Hutchinson Cancer Research Center, Seattle, USA

Prof. Dr. Rajan Somasundaram, PD Dr. Katja Klugewitz, Klinik fir Gastroenterologie, Infektiologie und

Rheumatologie, CBF

Dr. Daniel Seehofer, Dr. Andreas Pascher, Klinik fiir Allgemein-, Visceral- und Transplantationschirurgie,

Charité Campus Virchow Klinikum, Berlin

AG. PD Dr. Andreas Thiel, DRFZ

AG Dr. Jens Geginat, DRFZ

AG PD. Dr. Ralf Ignatius, Institut flir Tropenmedizin, Berlin
Prof. Stevanovic, und Prof. Rammensee, Tlibingen

Prof. Haruo Sugiyama, Universitdt von Osaka, Japan
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