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Forschungsschwerpunkte

¢ Dendritischen Zellen (DZ) Subpopulaio-
nen und T-Zell Antwort

« Impfung mit Dendritischen Zellen (DZ),
(insbesondere bei malignem Melanom)

* RNA-Elektroporation zur Verbesserung von
Dendritischen-Zell-Vakzinen und zur Herstel-
lung antigenspezifischer T-Zellen

e Signaltransduktion und interzelluldre Kom-
munikation im Tumor-Mikromilieu

Struktur der Einrichtung

Im Bereich des Lehrstuhls arbeiten iber 70
Mediziner und Naturwissenschaftler. Die For-
schungsaktivitaten gliedern sich in drei Haupt-
bereiche, die , Experimentelle Immuntherapie”,
die ,Tumorbiologie und Signaltransduktion”
sowie den Bereich ,Biologie Dendritischer Zel-
len” auf. Alle drei Bereiche sind thematisch eng
miteinander verkniipft und zielen insbesonde-
re auf eine Verbesserung der Diagnostik und
Therapie des malignen Melanoms sowie einem
besseren Verstandnis des Tumor-Mikromilieus.
Im Mittelpunkt steht die Entwicklung und kli-
nische Priifung innovativer, auf dem Einsatz
ex-vivo generierter DZ beruhender immuno-
logischer Therapieansitze. Hierzu steht eine
GMP-Facility auf dem Geldnde der Hautklinik
zur Verfigung. Es wurden bereits mehrere kli-
nische Studien mit Peptid-beladenen DZ bei
tiber 200 Melanompatienten durchgefihrt.
Kirzlich wurde vom BMBF ein GroRantrag zur
Generierung einer individualisierten Tumorvak-
zine genehmigt. Die Entwicklung dieser DZ-
Vakzine der dritten Generation erfolgt in enger
Zusammenarbeit mit der Firma Miltenyi sowie
dem Helmholtz-Zentrum fir Immunologie in
Miinchen. Einen weiteren Schwerpunkt bil-
det die molekularbiologisch immunologische

Grundlagenforschung. Hier werden die ex-vivo
Biologie von humanen DZ und T-Zellen sowie
das Tumor-Mikromilieu mit molekularbiologi-
schen Methoden untersucht. Darlber hinaus
wurde 2009 eine neue ,Toponom” Arbeits-
gruppe etabliert, welche eine neuartige au-
tomatisierte Technik zur Polyantigen-Farbung
von Geweben aufbaut und testet. Alle Projekte
werden Uberwiegend von Drittmitteln finan-
ziert, darunter der SFB643 ,Strategien der zel-
luldaren Immunintervention”, welcher von der
Hautklinik aus geleitet wird.

Forschung

Dendritischen Zellen (DZ) Subpopulaionen
und T-Zell Antwort

Die Emmy-Noether und BayGene Nachwuchs-
gruppe von Prof. Dudziak beschaftigt sich mit
der Charakterisierung von Dendritischen Zell-
subpopulationen in Maus und Mensch. In Ex-
perimenten in der Maus konnte die Arbeits-
gruppe zeigen, dass Antigene in vivo iber An-
tigen-gekoppelte Antikdrper, die gegen C-Typ
Lektin- und Endozytose-Rezeptoren auf DCs
gerichtet sind, beladen werden kénnen. Ab-
héngig von der DC-Subpopulation konnte die
Arbeitsgruppe zeigen, dass die T-Zellantwort
stark beeinflusst werden kann. Dies zeigte sich
insbesondere darin, dass die Antigenprasenta-
tion tber CD11¢+CD8- DCs eher zu einer CD4
T-Zellantwort fithrte und die Antigenprasenta-
tion iiber CD11¢+CD8+ DCs eine bessere CD8
T-Zellantwort initiierte (Dudziak et al., Science,
2007). Dieser Ansatz erlaubt die Aufrechter-
haltung, bzw. Initiation Antigen-spezifischer
Toleranz als auch die Induktion von ,malige-
schneiderter” Immunitdt. In der Arbeitsgrup-
pe um Prof. Dudziak wird derzeit mittels eines
Ria-Freifrau-von-Fritsch Preises untersucht, ob
die durch in vivo Antigen-Beladung von DC-
Subpopulationen erzielten Immunantworten
stark genug sind, Melanomzellen abzutéten.
Andererseits wird in der Arbeitsgruppe daran
geforscht, die Strategie der ,in vivo Antigen
Beladung” in das humane System zu ibertra-
gen. Dazu konnte bereits erfolgreich ein Pro-
tokoll zur Gewinnung von humanen Zellen als
Einzelzellsuspension aus dem Gewebe etab-
liert werden. Mittels konfokaler Mikroskopie,
FACS, Zellsortierung und Microarray konnten
distinkte DC-Subpopulationen aus dem Ge-
webe charakterisiert werden. Mit Hilfe der neu
identifizierten Endozytose-Rezeptoren werden
Antigen-gekoppelte Antikorper hergestelit, die
vorerst in in vitro T-Zellstimulationsexperimen-

ten getestet werden sollen. Unsere Ergebnisse
werden wichtige Erkenntnisse fiir das Verstand-
nis von DC-Subpopulationen im humanen Ge-
webe sowie neue Moglichkeiten in der Tumor-
Therapie in der Klinik erbringen.

Impfung mit Dendritischen Zellen,
(insbesondere bei malignem Melanom)
Ziel der Einheit ,Experimentelle Immunthera-
pie” ist die Entwicklung und klinische Priifung
innovativer immunologischer Therapieansat-
ze insbesondere zur Behandlung maligner Tu-
moren (Melanom als Modell). Die Therapie-
ansatze beruhen auf dem Einsatz von autolo-
gen DZ. Die Produktion der Vakzine erfolgt in
spezialisierten Reinraumlaboratorien, dem so-
genannten GMP (Good Manufacturing Practi-
ce) Standard entsprechend. Der Bereich Expe-
rimentelle Immuntherapie war in den Jahren
2007 und 2008 insbesondere mit der Erweite-
rung der Herstellungserlaubnis (unter Mitwir-
kung von Dr. Uwe Koch und Dr. Jan Dérrie) fir
DZ, beladen mit autologer Tumor-RNA, sowie
der Vorbereitung einer randomisierten, mul-
tizentrischen Phase il Studie fir die Indikati-
on Uveamelanom (unter Mitwirkung von Prof.
Eckhart Kimpgen) beschiftigt. Zudem wurde
in diesem Zeitraum eine klinische Studie durch-
gefihrt, die DZ mit definierter RNA fir die Tu-
morantigene MAGE-3, MelanA und Survivin
beladen und zur Behandlung von Patienten
mit metastasiertem Melanom eingesetzt hat.
Die medizinische Betreuung von Studienpati-
enten erfolgt in enger Verzahnung mit der Der-
matoonkologischen Gruppe um Prof. Dr. Eck-
hart Kdmpgen.

Die RNA-Projektgruppe (Leiter: Dr. Niels Schaft
und Dr. Jan Dérrie) verbesserte die RNA-Trans-
fektion als Ansatz, DZ einerseits mit Antigen zu
beladen und diese andererseits mit funktionel-
len Proteinen auszustatten (,, Designer-DZ"). So
wurde ein chimares E/L-Selektin-Fusionsprote-
in, das es den DZ erlaubt, nach intravenoser In-
jektion in die Lymphknoten zu wandern, durch
RNA-Elektroporation in die DZ eingebracht.
Dieser Ansatz kdnnte die Effizienz der Impfung
verbessern und wird zurzeit klinisch getestet.
Dariiber hinaus hat die RNA-Gruppe den Trans-
fer von T-Zell-Rezeptoren (TCR) durch RNA-
Elektroporation in T-Zellen initiiert. TCR, spe-
zifisch fiir verschiedene Epitope aus Tumoran-
tigenen (gp100, MAGE-A3, MelanA) oder aus
viralen Proteinen (HIV-gag, HIV-pol), wurden
erfolgreich in T-Zellen transfiziert.
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RNA-Elektroporation zur Verbesserung

von Dendritischen-Zell-Vakzinen und zur
Herstellung antigenspezifischer T-Zellen
Forschungsbereich 1 zielt auf die Optimierung
der Impfung gegen Melanom durch gezieite
Modulation der mRNA-transfizierten dendriti-
schen Zellen (DC) ab. Um diese Optimierung
zu erreichen wurden zwei Strategien verfolgt.
Einerseits wurde die Tumorantigenbeladung
von DC mit Hilfe von chimdren Proteinkonst-
rukte verbessert, die aus einem Tumorantigen
und einer Bindungskomponente bestehen, die
an den Endozytoserezeptor DEC-205 auf den
DC bindet. Diese Antigenbeladungsstrategie
erwies sich als wirksamer als die Transfektion
mit mRNA oder das Pulsen mit Peptid. Anderer-
seits wurde die Immunogenitét von DC folgen-
dermalien verbessert: i) durch Elektroporation
von CD40L-kodierender mRNA wurde den DC
ein T-Zell-Hilfesignal gegeben, ii) durch Elek-
troporation von mRNA kodierend fiir CD70,
CD40L und konstitutiv aktiven TLR4 wurden
der DC Reifungs- und Hilfe-Signale vermittelt
und iii) durch Elektroporation von mRNA ko-
dierend fur konstitutiv aktiven Mutanten von
Elementen des NFkappaB-Signalweges wurde
dieser Signalweg in den DC manipuliert. Alle
drei Ansatze flihrten zu einer deutlichen Ver-
besserung der Fihigkeit der DC tumorantigen-
spezifischen T-Zellen zu stimulieren. Ansatz i)
und ii) werden bereits in kleinen klinischen Stu-
dien getestet.

Forschungsbereich 2 befasst sich mit der direk-
ten Erzeugung tumorspezifischer T-Zellen, die
fur die adoptiven Immuntherapie eingesetzt
werden konnen. Die RNA-Gruppe konnte na-
tirliche T-Zell-Rezeptoren (TZR), spezifisch fur
Tumorantigene und virale Antigene, und chi-
mare Antigen-Rezeptoren (CAR), spezifisch fir
Tumorproteine erfolgreich durch RNA-Elek-
troporation in T-Zellen einbringen. Dadurch
wurde die Spezifitat dieser Zellen umprogram-
miert und sie produzierten Zytokine und ly-
sierten Zielzellen. Darliber hinaus entwickel-
te die RNA-Gruppe eine schnelle und robuste
Methode zur Klonierung und funktionelle Va-
lidierung neuer TZR. Die Gruppe bereitet jetzt

den Schritt aus dem Reagenzglas in den Pati-
enten vor.

Signaltransduktion und interzellulare
Kommunikation im Tumor-Mikromilieu
Projektleiter: A. Baur

Die Projektgruppe untersucht und vergleicht
neue Formen der interzelluldren Kommunika-
tion im Mikromilieu des malignen Melanoms
und von HIV-infizierten T-Zellen. Hierbei wer-
den zum einen Zellmembranen und assozi-
ierte Molekule von einer Zelle auf die ande-
re iibertragen (sog. Trogozytose). Zum ande-
ren kommt es durch die Sekretion beziehungs-
weise Aufnahme von Mikrovesikeln zu einer
Ubertragung von Zellmaterial und Verbrei-
tung von Effektorfunktionen. Die funktionel-
len Konsequenzen dieser Protein-Ubertragung
als auch ihre molekularen Grundlagen sind bis-
lang wenig untersucht. Wir gehen von der Hy-
pothese aus, dass diese Mechanismen in ers-
ter Linie dem Tumor ,immune-escape” dienen
und zumindest teilweise durch einen spezifi-
schen, MAP Kinase-abhdngigen Signalkom-
plex reguliert werden. Unsere Vorarbeiten zu
diesem Projektbereich basieren auf Erkenntnis-
sen, welche im Zusammenhang mit der Erfor-
schung der Funktion des Nef-Proteins von HIV
erarbeitet wurden. Demnach fiihrt die Komple-
xierung eines hnRNPK-abhdngigen Signalkom-
plexes zur Aktivierung von MAP Kinase und zu
einer verstarkten Sekretion von Mikrovesikeln,
sowie einer Aktivierung von Trogozytose.
Hinsichtlich der Aufklarung der beschriebe-
nen Vorgange konnten in 2009-2011 deutli-
che Fortschritte gemacht werden. So ist es uns
gelungen, die molekularen Zusammenhange
der Exosomen Sekretion aufzukldren. Demnach
handelt es sich um einen Integrin-abhangigen
Prozess, an dem die Signalproteine Paxillin,
sowie Pakl und Pak2 wesentlich beteiligt sind
(Publikation in Vorbereitung). Auch die Funkti-
on der Mikrovesikel konnte zumindest teilweise
aufgekldrt werden. So werden durch den Inte-
grin-abhangigen Prozess aktivierte Metallopro-
teinasen in die Mikrovesikel geschleust. So aus-
gerustet sind die Vesikel in der Lage in rezipi-

enten Zellen eine Proteinase-abhangige Zyto-
kinensekretion auszulsen.

Lehre

Die Mitarbeiter der Klinik unterrichten Studen-
ten der Humanmedizin, Zahnmedizin, Mole-
kularen Medizin und Biologie auf dem Gebiet
der Haut- und Geschlechtskrankheiten sowie in
molekularer und zelluldrer Immunologie inklu-
sive translationaler Applikationen (GMP-Labor).
Die Ausbildung findet in Form von Seminaren,
praktischen Kursen, Vorlesungen, Laborprakti-
ka, Bachelor-, Master- und Dissertationsarbei-
ten statt. Die Kiinik ist verantwortlicher Orga-
nisator von regionalen dermatologischen Fort-
bildungsreihen fiir Arzte. Dariiberhinaus koor-
diniert die Klinik den SFB 643 (Strategien der
zelluldren Immunintervention).
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