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EDITORIAL

2014, JUBILAUMSJAHR UND ZUKUNFTSPERSPEKTIVEN

VORWORT DES PRASIDENTEN DES STIFTUNGSRATS

Liebe Spender, Freunde und Partner

Das Jahr 2014 war fiur die Stiftung ISREC durch zwei bedeutende Meilensteine gekennzeichnet,
zum einen durch die Feier ihres 50. Jahrestages im Dienste der Krebsforschung und zum anderen
durch die Einreichung des Baugesuches flr das Agora—Krebszentrum Projekt bei den zustandigen
Behorden.

Seit ihrer Griindung am 28. Juni 1964 hat sich die Stiftung durch ihre Teilnahme an diversen
Untersuchungen und bedeutenden Entdeckungen in den Bereichen der Mutagenese, der
Reparatur und genomischen Instabilitat, der Immunologie, der Immuntherapie, des Zellzyklus, der
Viren und Tumore, der Onkogene, der Zelldifferenzierung und der Bioinformatik profiliert. Die von
den Wissenschaftlern geleisteten und von der Stiftung unterstitzten Arbeiten tragen seit vielen
Jahrzehnten zu einem besseren Verstdndnis der Mechanismen von Krebszellen bei und
ermdoglichen die Identifizierung neuer therapeutischer Ziele.

Heute, mit der Errichtung des Agora—Krebszentrum Gebaudes, stellt die Annaherung der
wissenschaftlichen Forschung und der Welt der Medizin eine neue Etappe dar und erdffnet den
Wissenschaftlern, die wir unterstitzen, zweifellos neue Perspektiven.

Auch im 2014 sind wir unserer wichtigsten Mission, der Unterstlitzung der Krebsforschung, treu
geblieben und haben wiederum mehreren Studentinnen und Studenten des Sommerprogramms
UNIL/EPFL Stipendien fur Praktika in Laboratorien verliehen. Ferner konnten wir mit CHF
3'000000.-- einen neuen Lehrstuhl in der translationalen Onkologie fur Prof. Elisa Oricchio
einrichten. Prof. Oricchio wurde im November 2014 zur Assistenzprofessorin Tenure Track an der
Fakultat fur Biowissenschaften der EPFL (EPFL/SV/ISREC) ernannt.

Die vielen Erfolge, welche die Krebsforschung in ihrer Geschichte hervorgebracht hat und die
Statistiken der letzten Jahre sind fir die weitere Arbeit sehr ermutigend und erfolgsversprechend.
Mit dieser positiven Haltung wird unsere Stiftung ihre Mission in der Krebsforschung weiterfiihren.

Eine Mission, die wir nur dank lhres Engagements und lhrer Treue erfiillen kdnnen. Beides ist fur
die Verwirklichung unserer Projekte essentiell.

Wir danken Ihnen dafir herzlich.

e

Yves J. Paternot
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KREBSFORSCHUNG

KREBS IN ZAHLEN

Krebs bezeichnet mehr als 100 Krankheiten. In der Tat kdnnen alle Gewebe des Organismus von
Krebs befallen werden; einige davon sogar von verschiedenen Krebsarten.

In der Schweiz ist Krebs nach den Herz-Kreislauferkrankungen die zweithaufigste Todesursache.
In unserem Land werden jahrlich ungefahr 38’000 neue Falle diagnostiziert (Schatzung NICER fir
2011 - National Institute for Cancer Epidemiology and Registration, 2014).

In der Schweiz leben mehr als 127'000 Personen mit einem vor weniger als 5 Jahren
diagnostizierten Krebs (Pravalenz) (Quelle Globocan 2012).

In der Schweiz erkranken heute vier von zehn Personen (nahezu jeder zweite Mann und ungeféhr
jede dritte Frau) im Laufe ihres Lebens an dieser Krankheit, und jeweils sechs von zehn Personen
kénnen geheilt werden.

Das Risiko, vor dem Alter von 70 Jahren an Krebs zu erkranken, liegt bei ungefahr 25% fur Manner
und 20% fur Frauen (Quellen: BFS, NICER, 2012).

Fur alle Krebsarten gemeinsam wird in der Schweiz das relative Uberleben nach 5 Jahren auf 48%
fur Manner und auf 57% fiir Frauen geschatzt (Quelle: EUROCARE 4; anhand der Daten aus
sieben kantonalen Registern).

ENTWICKLUNG DER STERBLICHKEIT BEI KREBS IN DER SCHWEIZ
(1993-2012)

Entwicklung der Sterblichkeit bei Krebs in der Schweiz (1993-2012)

Altersstandardisierte Sterberate* / 100'000 Einwohner

Zahl der Todesfélle im Jahr 2012 Differenz (%) 1993-2012

Alle Krebsarten 16499 -28.0 I

Lunge, Bronchien (Frauen) 1143 I 39.1
Leber, Gallengénge 685 . 157
Gehirn 500 121
Pankreas 1169 211
Speiserohre 430 -13.6 —
Melanom 351 W 36
Dickdarm und Mastdarm 1692 37.6 I

Blase 521 -29.6
Gebarmutter, Eierstock, Adnexe 647 -32.6

Multiples Myelom 320 257 I

Lunge, Bronchien (Manner) 1947 -40.8

Brust (Frauen) 1371 395

Prostata 1278 -45.5 I

Kehlkopf (Mé@nner) 89 -33.3 I

Magen 523 -50.0
Gebéarmutterhals a0 615 I

Hoden 14 -66.7 I
Hodgkins Lymphom 33 -62.5 I

-90.0 -70.0 -50.0 -30.0 -10.0 10.0 300 50.0 70.0 90.0

* Standardbevolkerung Europa

Quelle: Bundesamt fiir Statistik, Neuchéatel
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SEHR ERMUTIGENDE ERGEBNISSE

Selbst wenn die Zahl der Félle im Laufe der letzten zwei Jahrzehnte zugenommen hat (vor allem
aufgrund der Uberalterung der Bevolkerung), beobachtet man einen merklichen Riickgang der
Sterblichkeitsrate fur alle Krebsarten (-28% zwischen 1993 und 2012). Dieser Riickgang ist vor
allem den Fortschritten in den diagnostischen und therapeutischen Bereichen sowie der friilheren
Krankheitserkennung zu verdanken

Bei Frauen ist Brustkrebs der am haufigsten vorkommende Krebs (bezogen auf die Todesfélle im
Jahre 2012), gefolgt von Lungen- (2. Stelle) sowie Dickdarm- und Mastdarmkrebs (3. Stelle). Bei
der Diagnose (Inzidenz 2011): 1) Brust, 2) Dickdarm und Mastdarm, 3) Lunge und 4) Hautmelanom
(Quellen: BFS, NICER, 2013).

Bei Mannern ist Lungenkrebs der am haufigsten vorkommende Krebs (bezogen auf die Todesfalle
im Jahre 2012), gefolgt von Prostata- (2. Stelle) sowie Dickdarm- und Mastdarmkrebs (3. Stelle).
Bei der Diagnose (Inzidenz 2011): 1) Prostata, 2) Lunge, 3) Dickdarm und Mastdarm und 4)
Hautmelanom (Quellen: BFS, NICER, 2014).

Mehrere der haufig vorkommenden Krebserkrankungen sind seit Ende der 80er Jahre in der
Schweiz zuriickgegangen. Dazu gehoren Dickdarm-, Mastdarm- und Magenkrebs bei beiden
Geschlechtern (Krebstypen, die vor allem mit der Lebensweise zu tun haben) sowie Brustkrebs bei
Frauen. Bei letzterem haben Entwicklungen im Bereich der Therapien und der Friherkennung
massgebend zu den Fortschritten beigetragen.

Dagegen muss hervorgehoben werden, dass der Lungenkrebs bei Frauen infolge der wachsenden
Zahl von Raucherinnen innerhalb der jungen Generation sehr stark zugenommen hat, wahrend er
bei Mannern zurtickgegangen ist.

Obwohl die Sterblichkeit infolge von Krebs zuriickgeht, bestehen nur geringe Chancen fiir das
Verschwinden dieser Krankheit. Endgltiges Ziel ist es, Krebs in eine chronische Erkrankung
umzuwandeln, bei der die Mdglichkeit besteht, sie unter Kontrolle zu halten und/oder zu heilen.

Es ist zu bemerken, dass 1990 bei schatzungsweise 140°000 in der Schweiz lebenden Menschen
eine Krebsdiagnose gestellt wurde (,cancer survivors"). Seither ist diese Zahl konstant gestiegen.
Es wird geschatzt, dass sie 2015 auf 316'500 steigen wird, was 4% der Schweizer Bevolkerung
entspricht (Quelle: NICER). Diese rasche Entwicklung fuhrt zu einer erhéhten Nachfrage nach
Pflegeangeboten und neuen Betreuungsmodellen, die den Wiedereingliederungsbeduirfnissen
Langzeitlberlebender angepasst sind.
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WICHTIGE EREIGNISSE IM 2014

ORGANISIERTE EVENTS DER ISREC STIFTUNG

AUSSTELLUNG CHAMPERY - DIE MENSCHEN

Eine Veranstaltung, die auf Initiative des Kunstlers, Malers und Krebsuberlebenden Richard Burton und
mit Unterstiitzung des Tourismusbiiros Champéry realisiert wurde. Richard Burton hat die Gelegenheit
genutzt, einen seiner Bildbande mit den Menschen von Champéry zu Gunsten der ISREC Stiftung
herauszugeben. Durch den Verkauf kam der Stiftung ein Betrag in der Hohe von CHF. 2'761.15 zugute.

AGO TROPHY, LONAY

Finfzig Freiwillige haben bei der Vorbereitung und Ausfihrung dieser Trophy in Gedenken an ihren
Freund Agostino, der an den Folgen von Krebs verstorben ist, mitgewirkt. Circa 400 Personen sind
dem Aufruf der Veranstaltung nachgekommen und haben an den verschiedenen Aktivitaten und
Wettbewerben teilgenommen. Die Veranstaltung fand am 22. Juni 2014 in Lonay statt und es wurden
uns von den Veranstaltern CHF 9000.- gespendet.

"CORCELLES-LE-JORAT" MOTORBIKE RACE

Seit dem Jahr 1998 veranstaltet das Club Team Girard ein jahrliches Oldtimertreffen und Rennen mit
Eigentimern, Fahrern und Fans. Die Halfte der Einnahmen werden dabei der ISREC Stiftung
gespendet. Nach der 17. Ausgabe, die am 30. und 31. August 2014 stattfand, wurden uns
grosszugigerweise CHF 1'000.- gespendet.
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AGORA — KREBSZENTRUM

DIE STIFTUNG ISREC,
ALS BAUHERRIN EINES ZUKUNFTWEISENDEN BAUPROJEKTES

Das Projekt AGORA hat zum Ziel, auf dem Gelande des Spitals Lausanne eine Infrastruktur der
hochsten Qualitatsstufe zu errichten, die ab dem Jahr 2017 Platz fir rund 300 Wissenschaftler und
Kliniker bieten wird.

Die Stiftung ISREC als Bauherrin unterstiitzt - dank des AGORA Projektes - dieses neue
interdisziplinare Zentrum fur die angewandte Krebsforschung, welches die wissenschaftlichen
Kenntnisse der Universitaten, Fachhochschulen, Spitdler und Kliniken aus dem privaten wie
offentlichen Sektor vereinen wird.

/1IN

AGORA

CENTRE ou CANCER

Das Agora Krebszentrum wird das Zusammentreffen von multidisziplindren Teams bestehend aus
Arzten, Biologen, Immunologen, Bioinformatikern und Bioingenieuren der verschiedenen
angeschlossenen Institute erméglichen. Die vielen und konstanten Interaktionen werden eine
Beschleunigung bei der Entwicklung von neuen Therapieformen erlauben, welche in Zukunft auch
den Patienten zugutekommen werden.

Das integrierte und interaktive AGORA Zentrum ermoglicht dadurch in kiirzester Zeit erhebliche
Fortschritte in der Forschung bezlglich den Mechanismen und Eigenschaften der jeweiligen
Pathologien zu erzielen und daraufhin entsprechend optimierte Therapien anzubieten, welche den
Patienten helfen kdnnen.

Damit wird es Forschern und Medizinern im Austausch und in der direkten Zusammenarbeit
mdglich sein, den vielfaltigen Herausforderungen bei der Erforschung des Krebses gewachsen zu
sein, was fur die Diagnose und zukiinftige Therapieansatze sehr hilfreich sein wird.

Innenansicht Laboratorien Innenansicht Atrium
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UNTERSTUTZTE PROJEKTE

SOMMERPROGRAMM FUR STUDIERENDE (SUR/SRP)

Die ISREC Stiftung hat das siebte Jahr in Folge
das Praktikum in Krebsforschungs-laboratorien
von funf an der UNIL/CHUV und sieben an der
ETH Lausanne Studierenden unterstitzt.
Wahrend acht Wochen (vom 3. Juli bis
27. August 2014) konnten die auserwahlten
jungen Biologie- oder Medizinstudentinnen und
-studenten zum ersten Mal die Welt der
Forschung entdecken — eine sehr bereichernde
Erfahrung, die die Gelegenheit bot, neue
Kontakte auf internationaler Ebene zu knupfen.
Zum Abschluss des Programmes durften die
Studierenden am 26. August 2014 im Rahmen
eines Minisymposiums auf dem UNIL Campus
ihre Arbeiten prasentieren.

' | l
i B
v e & |

Foto: Teilnehmende Studenten am Symposium des von
UNIL und EPFL gemeinsam organisierten Sommer-
programms 2014

BEHANDELTE THEMEN

ALIBHE NI CHOSGORA

Gruppe Prof. Daniel Constam —
EPFL/SV/ISREC

Modifikation der Genexpression von Activin-A
Proproteinkonvertasen in einer
Melanomzelllinie

ALYSSA BENJAMIN

Gruppe Prof. Joachim Lingner —
EPFL/SV/ISREC

Validierung des CEP170 Proteins als
Telomerbindeprotein

DMITRY GORBATCHEV

Gruppe Prof. Melody Swartz — EPFL/SV/IBI
Prox1 Expression in lymphatischen
Endothelzellen

HOSSEIN TAHERI

Gruppe Prof. Cathrin Brisken —
EPFL/SV/ISREC

Antibabypille und Brustkrebsrisiko

SHENG KAl PONG

Gruppe Prof. Pierre Génczy — EPFL/SV/ISREC
Funktionelle Analyse von SAS-5
Proteindoméanen in C. elegans Embryos

LAUREN WATKINS

Gruppe Prof. Jeffrey A. Hubbell — EPFL/SV/IBI
Gezielte Tumorunterdriickung durch
Proteinengineering

PINAK SAMAL

Gruppe Prof. Yann Barrandon — UNIL/CHUV
Erforschung der Piezo2 Expression in Merkel-
Zellen wahrend der murinen
Embryonalentwicklung der Vibrissae

WaAAD ALBAWARDI
Gruppe Prof. Vincent Dion — UNIL/CIG

Beeinflusst der NURD Komplex die Instabilitat
von Trinukleotidwiederholungen?

SARAH ARTHUR

Gruppe Prof. Alexandre Reymond — UNIL/CIG
Die Funktion von MAPK3 im 16p11.2
Deletionssyndrom

CONSTANTINOS CONSTANTINIDES
Gruppe Prof. Winship Herr — UNIL/CIG
HCF-2 ist mit der HCF-1c-Untereinheit
verbunden

ELGIN GULPINAR

Gruppe Prof. Tatiana Petrova — UNIL/DEO
Zytoskelettanalyse von mit sifoxc2 RNA
transfizierten lymphatischen Endothelzellen

PRITHWIJIT SARKAR

Gruppe Prof. Sophie Martin — UNIL/DMF
Entwicklung eines optogenetischen Systems
fur die gezielte Aktivierung des
Zellpolaritatsfaktors Cdc42 in
Schizosaccharomyces pombe
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STIPENDIUM

STIPENDIUM ,KREBS UND IMMUNOLOGIE*
Rolle der mesenchymalen Notch-Signalisierung in der Entwicklung und der
Ausbreitung des Melanoms

Dieses ,ISREC Stipendium® in Hohe von CHF 40'000.- pro Jahr wurde Elena Menietti im Juni
2011 fur eine Dauer von vier Jahren gewahrt

Elena Menietti fuhrt ihre Arbeiten im Labor von Professor Gian-Paolo Dotto (Abteilung
Biochemie, UNIL) durch

Einflhrung

Ziel des Projektes ist zu testen, ob Veranderungen der Zell-Zellkommunikation als Folge einer
negativen Modulierung der Notch-Signaltransduktion eine Rolle in der Entwicklung von Hautkrebs
spielen kdnnen.

Wie aus dem Titel hervorgeht, war das urspriingliche Gesuch auf Melanome fokussiert. Uber die
Rolle der Notch-Signaltransduktion in diesem Zusammenhang weiss man jedoch nur wenig. Wir
entschlossen uns deshalb, unser Augenmerk auf Plattenepithelkarzinome zu richten, welche zu
den haufigsten menschlichen Tumoren gehéren und in denen die krebsunterdrickende Funktion
von Notch gut untersucht ist.

Es wurde gezeigt, dass das Tumor-Mikroumfeld die Entstehung und Entwicklung von Krebs stark
beeinflusst. Dies fiihrt die Krebsforschung auf ein hoheres Komplexizitatsniveau, auf dem nicht nur
Signalwege innerhalb der Zelle wichtig sind, sondern auch Interaktionen mit umliegenden Zellen
und der Umwelt. Beispielsweise enthdlt das Tumorstroma chronisch aktivierte, Karzinom-
assoziierte Fibroblasten (CAF), welche im Unterschied zu normalen Fibroblasten eine
nachgewiesene Fahigkeit zur Erhéhung von Tumorbildung und/oder Invasivitdt von Krebszellen
aufweisen. CAF kdnnen mit Tumorzellen interagieren. Dies geschieht durch die Produktion
verschiedener Arten von diffusionsfahigen Faktoren und vielleicht auch durch Zell-Zell
Interaktionen. Wir nehmen an, dass auch normale Stroma- und Epithelzellen mit Tumorzellen
interagieren kénnen und vielleicht deren Aggressivitat verringern.

Die Notch-Signaltransduktion ist sehr wichtig fur die Zell-Zell Kommunikation und stark
kontextabhéangig. Sie kann als Tumorsuppressor wirken, wie etwa in Keratinozyten, oder als
Onkogen, wie wahrscheinlich im Fall von Melanozyten.

Einige Experimente zeigten auf, dass im mesenchymalen Kompartiment der Verlust der Notch-
Signaltransduktion zu einer Induktion des CAF Phanotyps flihren kann.

A Resultate nach dem dritten Jahr

-
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Die Regulation des Transkriptionsfaktors CSL in
Fibroblasten zu verstehen ist sehr wichtig. Dieses
Wissen konnte uns helfen, CSL-Expression in CAFs
zurick zu erlangen und so Einfluss auf die
Mikroumgebung zu nehmen, um den Tumorwachstum
einzudammen. Wir haben friher gezeigt, dass CAFs
durch Verlust von CSL induziert werden. Nun wollen
02 - wir die Aktoren der CSL-Regulation verstehen.
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Im dritten Jahr unseres Projektes hatten wir drei Ziele: 1) Die Signalwege zu verstehen, die CSL
regulieren kdnnen. 2) Diese Wege mit der Antwort auf UVA-Exposition und profibrotische
Signalisierung zu verknipfen. 3) Zu verstehen, ob Unterschiede in der CSL-Regulation mit
Unterschieden im Vorkommen von Plattenepithelkarzinomen in verschiedenen menschlichen
Populationen verkntpft sind.

Um diese Fragen zu beantworten, haben wir zuerst verschiedene bioinformatische Hilfsmittel
genutzt, um alle Einzelnukleotidpolymorphismen (single nucleotide polymorphism, SNP) in den
regulatorischen Regionen von CSL zu untersuchen, die unterschiedlich haufig in verschiedenen
Populationen vorkommen. SNPs sind Unterschiede in der DNS-Sequenz, die in Individuen
auftreten und die durch die Mutation eines Nukleotids in ein anderes verursacht werden. Die
meisten dieser SNPs sind verbreitet und es bestehen Muster in der statistischen Verbreitung
innerhalb verschiedener Populationen. Normalerweise beeinflusst die Anderung eines SNPs das
korrekte Verhalten der Zellen nicht, aber es entstehen geringe Verdnderungen, die jedes
Individuum einzigartig machen. Zuerst haben wir kaukasische und afrikanische Individuen
verglichen und mehrere SNPs identifiziert, die in der einen Population haufiger auftreten als in der
anderen. Da diese ganze Arbeit mithilfe 6ffentlicher Datenbanken durchgefiihrt wurde, haben wir
die vorausgesagten Frequenzen bestétigt, indem wir die regulatorischen CSL-Regionen von
Individuen afrikanischer und kaukasischer Herkunft sequenziert haben. Danach haben wir die
vorausgesagten Bindungsstellen fur Transkriptionsfaktoren gesucht, die in silico von diesen SNPs
betroffen sind. Wir haben gefunden, dass einige der Transkriptionsfaktoren, von denen wir
vorausgesagt hatten, dass sie sich an die regulatorischen CSL-Regionen binden und die von den
SNPs betroffen waren, moglicherweise auf zellularen Stress reagieren. Damit sind diese
Transkriptionsfaktoren maogliche Glieder zwischen UVA-Exposition (von der wir wahrend des
zweiten Jahres zeigen konnten, dass sie die CSL-Expression regulieren kann) und CSL-
Herabregulation.

Uber die transkriptionelle Regulation von CSL ist nichts bekannt. Wir haben deshalb beschlossen,
herauszufinden, ob diese Transkriptionsfaktoren tatséchlich in der Lage sind, die CSL-Expression
zu regulieren. Wir haben mit einem dieser Faktoren begonnen und konnten zeigen, dass dessen
Uberexpression CSL auf der RNS-Ebene herabreguliert und dass Silencing dieses
Transkriptionsfaktors die CSL-Transkription induziert.

Wir charakterisieren nun Uberexpression und Silencing anderer von uns identifizierter
Transkriptionsfaktoren. Ausserdem fiihren wir Chromatin-lImmunprézipitationsexperimente (ChiP)
durch, um zu bestimmen. ob diese Transkriptionsfaktoren tatsdchlich an CSL-Regulationsregionen
binden, um die CSL-Transkription zu regulieren.




ISREC STIFTUNG JAHRESBERICHT 2014

STIPENDIUM

STIPENDIUM ,KREBS UND IMMUNOLOGIE*
Die Rolle des Notch-Rezeptors in der Differenzierun g von CD4 TH17-Zellen und
seine Bedeutung bei Krebs

Dieses ,ISREC Stipendium® in Hohe von CHF 40'000.- pro Jahr wurde Manuel Coutaz im
Juni 2011 fr eine Dauer von vier Jahren gewahrt

Manuel Coutaz fiihrt seine Arbeiten im Labor von Professor Prof. Fabienne Tacchini-Cottier,
(Abteilung Biochemie, UNIL) durch

Einleitung

Wir untersuchen zurzeit die Rolle der Notchl1- (N1) und Notch2- (N2) Rezeptorsignalkette in der
Differenzierung von TH17-Zellen und in der Entwicklung einer TH17-Antwort. Die Funktion von
TH17-Zellen bei Krebs scheint vom Gesamtzusammenhang abzuhéngen; sowohl Forderung als
auch Hemmung des Tumorwachstums wurden beschrieben. Die Rolle des Notch-
Rezeptorsignalweges in der TH17-Zelldifferenzierung wird gegenwartig in vivo im experimentellen
Mausmodell mit B16 Melanomzellen und in anderen Modellen, die eine TH17-Antwort beglnstigen,
untersucht. Im B16 in vivo Modell wurde ein Einfluss der IL-17-Sekretion durch TH17-Zellen auf
das Tumorwachstum beschrieben. Fir unsere Experimente werden wir Mause mit einer
spezifischen Ablation von Notchl und Notch2 (N1N2ACD4Cre) verwenden, um die Rolle des
Notch-Rezeptorsignalweges in der TH17-Zelldifferenzierung besser zu verstehen.

Resultate nach dem dritten Jahr

Die Rolle des Notch-Rezeptorsignalwegs in der TH17-Zelldifferenzierung wurde zuerst in vitro
untersucht. Wir haben gezeigt, dass N1, und in einem geringeren Ausmass N2, auf TH17-Zellen
exprimiert werden. Auch wurde in Abwesenheit von N1 und N2 keine kompensatorische
Expression von N3 und N4 auf TH17-Zellen beobachtet. Interessanterweise wurde in Abwesenheit
von Notch und bei Anwendung beschrankt TCR-aktivierender Signale wahrend der in vitro TH17-
Zelldifferenzierung reduzierte IL-17A-Sekretion beobachtet. Dies weist darauf hin, dass die Notch-
Signalisierungskette in der Kontrolle der Effektorfunktion von TH17-Zellen eine Rolle spielt.

Um weiter zu untersuchen, ob der Notch-Rezeptorsignalweg die in vivo IL-17A-Ausschiittung
beeinflusst, haben wir NIN2ACD4Cre Mausen und ihren entsprechenden Kontrollen Ovalbumin
(OVA) in komplettem Freund-Adjuvans (CFA) injiziert.
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CFA ist ein Adjuvans, von dem berichtet wurde, dass es eine TH17-Zellantwort fordert. Wie auch
im B16-Melanommodell beobachtet, weisen N1N2ACD4Cre Mause nach der OVA-in-CFA-
Injektion einen erhohten intrazellularen IL-17A-Pegel in den CD4+ T-Zellen auf (Figur 2). Nach
einer in vitro Antigenrestimulation schitteten die NIN2ACD4Cre CD4+ T-Zellen jedoch signifikant
niedrigere Mengen IL-17A als Kontrollmause aus (Figur 2). Zusammengenommen deuten diese
Ergebnisse darauf hin, dass die Notch-Rezeptorsignalkette eine wesentliche Rolle in der
Regulation der in vivo TH17-Zelleffektorfunktion spielt und einen spezifischen Einfluss auf die IL-
17A-Zytokinsekretion austibt.

Um unsere Beobachtungen auf eine weitere TH17-Zellenuntergruppe, die pathogenen TH17-
Zellen  (IL-17A+-IFN-y+ CD4+ T-Zellen), auszuweiten, haben wir ein adoptives
Kolitistransfermodell benutzt. Es wurde berichtet, dass in diesem Modell die Entwicklung der TH17-
Zellantwort die Progression der Kolitiserkrankung beeinflusst. Zu Beginn der Krankheit zeigten
Empfangerméause, die mit Kontroll- oder NIN2ACD4Cre CD4+ T-Zellen transferiert wurden, eine
vergleichbare Entwicklung der Kolitis. Wir beobachteten jedoch ein reduziertes Auftreten von IL-
17A+ und IL-17A+ -IFN-y+ CD4+ T-Zellen im Dickdarm von mit NIN2ACD4Cre CD4+ T-Zellen
transferierten Empfangermausen. Auch beobachteten wir eine im Vergleich zu den Kontrollen
reduzierte IL-17A-Zytokinkonzentration in den Uberstanden von restimulierten Zellen aus dem
Darm von Mausen, die mit NIN2ACD4Cre CD4+ T-Zellen transferiert wurden. Zusammen
genommen zeigen unsere Ergebnisse, dass die Notch-Signalkette sowohl in vitro als auch in vivo
einen Einfluss auf die Differenzierung von TH17-Zellen ausubt.

Zuklnftige Richtung unserer Forschung

Wir werden untersuchen, wie der Notch-Rezeptorsignalweg die Zytokinsekretion beeinflusst.
Mittels Fluoreszenzmikroskopie mdchten wir aufzeigen, in welchem Zellkompartiment der TH17-
Zellen Zytokin bei fehlender Notch-Signaltransduktion akkumuliert wird. Danach werden wir
unseren Blick auf verschiedene potentiell an der Zytokinsekretion beteiligte Proteine richten und
untersuchen, ob Notch deren Expression regulieren kann. Indem wir B16-OVA Melanomzellen
injizieren, werden wir ermitteln, ob die IL-17A-Sekretion auch im Bl6-Melanommodell
beeintrachtigt ist; mit dem Ziel die IL-17A-Sekretion durch aus tumordrainierenden Lymphknoten
(TdLN) isolierten NIN2ACD4Cre TH17-Zellen nach OVA Restimulation zu charakterisieren.

Figure 2
A B

N1 Nzloxflox N1 N2A!3D4Cre - NAN2Oo
4000+ [ N1N2acoiee

0.46 £ 0.05 ] 1.58+0.2

CD4

— IL-17A Medium  OVA

N1N2lox/lox Mause (Kontrolle) und NIN2ACD4Cre Mause wurden wahrend 9 Tagen mit in CFA emulgiertem OVA
injiziert. (A) Intrazellulare 1L-17A-Konzentrationen wurden nach PMA/lonomycin-Restimulation in CD4+ T-Zellen
ermittelt. Die Zahlen in den représentativen FACS-Plots zeigen die Frequenz von IL-17A+ in den CD4+ T-Zellen £
SEM. (B) 9 Tage nach der OVA/CFA-Injektion wurden CD4+ T-Zellen, die aus den drainierenden Lymphknoten
stammen, isoliert und 72 Stunden mit oder ohne OVA (Medium) restimuliert. Dargestellt sind Mittelwerte der IL-
17A-Zytokinkonzentrationen + SEM.
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STIPENDIUM

STIPENDIUM ,KREBS UND IMMUNOLOGIE*
Interaktionen zwischen T Lymphozyten und Melanomzel len

Im Januar 2015 wurde Natalie Neubert mit der Unterstitzung der Zwillenberg Stiftung dieses
.Zweckgebundene Stipendium* in der Hohe von CHF 40'000.- fur ein Jahr gewahrt

Natalie Neubert arbeitet im Labor von Professor Daniel Speiser, Gruppe Klinische Tumorbiologie
& Immuntherapie, LICR@UNIL

Einleitung

2008 gab es in Europa auf Grund von Melanomen (schwarzem Hautkrebs) Uber 67‘000
Neuerkrankungen und mehr als 14‘000 Todesfélle. Die Inzidenz (Zahl der Neuerkrankungen pro
100000 Einwohner pro Jahr) war in der Schweiz am héchsten. Trotz beachtlicher medizinischer
Fortschritte in den letzten Jahren bleibt die Prognose fiir Patienten mit metastasierendem Melanom
leider schlecht.

Zytotoxische CD8+ T-Zellen sind die wichtigsten anti-tumoraktivitatbesitzende Immunzellen. Bei
Hautkrebspatienten kénnen sie in das Tumorgewebe einwandern und die Hautkrebszellen
angreifen. Obwohl tumorspezifische CD8+ T-Zellen Tumorzellen tdéten konnen, zerstért die
Immunantwort den Tumor oft nicht vollstandig und viele Patienten werden ruckfallig.

Warum kénnen Hautkrebszellen in der Gegenwart von tumorspezifischen T-Zellen tGberleben oder
sich gar vermehren? Wir untersuchen die Interaktion zwischen der Tumorzelle und den in den
Tumor eingewanderten zytotoxischen T-Zellen. Insbesondere sind wir an den direkten Reaktionen
von Uberlebenden Hautkrebszellen auf den Kontakt mit hautkrebsspezifischen T-Zellen
interessiert.

Stand der Forschung nach drei Jahren

Um den Dialog von T-Zellen mit Tumorzellen besser zu verstehen, haben wir ein Co-Kultursystem
aus zytotoxischen CD8+ T-Zellen und Melanomzelllinien etabliert. Melanome k&nnen aus
Melanozyten entstehen. Dabei handelt es sich um pigmentierte Zellen, die sich hauptsachlich in
der Haut, aber auch im Auge und im Innenohr befinden. Sie produzieren Proteine, sogenannte
melanomspezifische Antigene (z.B. MelanA), die fur diesen Zelltyp einzigartig sind. Diese Antigene
kénnen von T-Zellen mithilfe ihres T-Zellrezeptors erkannt werden.

Wir haben Co-Kulturen von vier verschiedenen Hautkrebspatienten etabliert. Die
Funktionsfahigkeit der Co-Kulturen wurde mittels bekannter Veranderungen in Tumorzellen auf
den Protein- und mRNA-Ebenen gepruft. Wie erwartet, verstarkte sich die Expression von HLA-
Klasse 1 und verringerte sich die Expression des MelanA Antigens. Diese Ergebnisse zeigen, dass
die Co-Kultur ein gultiges in vitro Modell ist.

Als néchstes wurde untersucht, in wieweit sich Melanomzellen, die die Gegenwart von
melanomspezifischen T-Zellen tberlebt haben, von unbehandelten Melanomzellen unterscheiden.
Eine genomweite Analyse zeigte, dass sich das Verhalten von Hunderten von Genen wahrend der
Co-Kultur veréndert. Die drei untersuchten Melanomzelllinien verhielten sich &hnlich. Das deutet
darauf hin, dass es sich bei den Veranderungen nicht um patientenspezifische sondern eher um
allgemeine Phdnomene handelt.

Elektronenmikroskopie

(A) Enge Interaktion einer T-Zelle (links) mit einer
grossen Tumorzelle (rechts). (B) Tddliches Loch in
der Tumorzelle (unten), das von der T-Zelle (oben)
verursacht wurde (ASM MicrobeLibrary©Young).
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Aus den obenerwahnten Genen wurden die 185 vielversprechendsten Gene flr weitere
Genexpressionsanalysen ausgewahlt. Das Ziel dieser Experimente war festzustellen, ob ein
Kontakt mit melanomspezifischen T-Zellen notwendig ist, um Veranderungen in den
Melanomzellen hervorzurufen, oder ob T-Zellen, die ein nicht-relevantes Antigen erkennen, die
also nicht mit Melanomzellen interagieren (Kontroll-T-Zellen), die gleichen Auswirkungen haben.
Uber 80 Gene veranderten sich in Gegenwart von melanomspezifischen T-Zellen, aber nicht in
Gegenwart von Kontroll-T-Zellen.

TNFa und IFNg sind zwei losliche Faktoren, die von T-Zellen nach Kontakt mit ihren Zielzellen in
die Umgebung abgegeben werden. Interessanterweise verhielten sich Melanomzellen, die mit
TNFa und IFNg behandelt wurden, ahnlich wie Melanomzellen, die mit melanomspezifischen T-
Zellen behandelt wurden. Das deutet darauf hin, dass Faktoren, die von T-Zellen, die gerade
Tumorzellen angreifen, abgegeben werden, ohne direkten Zell-Zell-Kontakt benachbarte
Melanomzellen verandern kénnen.

A C Behandlung von Mit Kontroll- || Mit Melanom-spezifischen T-
Melanomzelllinien: T-Zellen Zellen oder TNFa und IFNg

T-Zelle ) =
\/ Melanomzelle

N

Immunangrif

103 Verhaltnis von
Tumorzelle : T-Zellen
zu Beginn der Co-Kultur

-4 3:1 MelanA-spezifische T-Zellen
¥+ 1:3 nicht-spezifische T-Zellen

0.14

<& 1:1 MelanA-spezifische T-Zellen

0.014

Tumorzellen pro T-Zelle

-®- 1:3 MelanA-spezifische T-Zellen

0.001

T T T T
6h 24h 48h 72h

Dauer der Co-Kultur

(A) Modell fiir die Co-Kultur von melanomspezifischen T-Zellen mit einer Melanomzelllinie.

(B) Entwicklung des Tumorzellen zu T-Zellen Verhdltnisses wahrend einer drei-tdgigen Co-Kultur. Nicht-
spezifische T-Zellen, die Tumorzellen nicht erkennen kénnen, wurden als Negativkontrolle verwendet.

(C) Verhalten von 185 ausgewéhlten Genen in Melanomzelllinien, die mit Kontroll-T-Zellen, melanomspezifischen
T-Zellen oder TNFa und IFNg behandelt wurden. Jede Spalte stellt eine Melanomzelllinie mit der angegebenen
Behandlung dar. Jede Zeile stellt das Verhalten eines Genes dar (im Vergleich zu unbehandelten Zellen).
Farbcode: Rot zeigt Gene, die mehr in behandelten als in unbehandelten Zellen exprimiert sind. Weiss zeigt
Gene, die leicht erhoht sind. Blau zeigt Gene, die unverandert oder weniger exprimiert sind.

Zusammenfassung

Wir haben ein Co-Kultursystem aus menschlichen, antigen-spezifischen CD8 T-Zellen und
Melanomzellen aufgebaut, um schnelle Veranderungen von Melanomzellen nach einem
Immunangriff zu untersuchen. Die Gegenwart von melanomspezifischen T-Zellen oder die
Behandlung mit l6slichen Faktoren, die typischerweise von spezifischen T-Zellen abgegeben
werden, verursachten grosse Veranderungen bei den Melanomzellen.

Unsere Ergebnisse unterstiitzen die Hypothese einer dynamischen Interaktion zwischen T-Zellen
und Melanomzellen, die Tumorresistenzen vorantreibt. Wir konzentrieren uns nun darauf, die
Funktion einzelner Gene aus den oben beschriebenen Experimenten im Detail zu untersuchen.
Ein besseres Verstandnis des komplexen Netzwerkes aus immunstimulierenden und -hemmenden
Interaktionen zwischen den Tumorzellen und T-Zellen wird die Tir zu neuen Strategien fir die
Krebsbehandlung weiter 6ffnen.
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STIPENDIUM

STIPENDIUM ,KREBS UND IMMUNOLOGIE*
Die Rolle des Endoplasmatischen Retikulum-Stresses bei Krebs

Dieses ,ISREC Stipendium“ in Héhe von CHF 40'000.- pro Jahr wurde Bojan Bujisic im Januar
2012 fur eine Dauer von vier Jahren gewahrt

Bojan Bujisic fuhrt seine Arbeiten im Labor von Professor Fabio Martinon (Abteilung Biochemie,
UNIL) durch

Einleitung

Das endoplasmatische Retikulum (ER) ist ein essentielles Zellorganell, welches Stérungen
zellularer Funktionen erkennt und die Homeostase durch Induktion der ,Unfolded Protein
Response” (UPR) wiederherstellt. Hypoxie, Nahrstoffentzug und pH-Veranderungen, die innerhalb
der Tumormasse haufig vorkommen, aktivieren eine Reihe von zellularen Stressreaktionswegen,
einschliesslich der genannten UPR. Da die ER-Stressreaktion sowohl pro-tiberlebens als auch pro-
apoptotische Signale ausldsen kann, ist es wichtig zu verstehen, wie Modulationen der ER-
Stressreaktion das Gleichgewicht zwischen diesen Prozessen verandert und zur Krebsentstehung
in verschiedenen Gewebetypen beitragt. Durch zwei Studien konnte vor kurzem gezeigt werden,
dass Multiple-Myeloma-Zellen durch Runterregulierung des UPR-Signalproteins XBP1 gegeniber
Bortezomib sensitiv werden (1, 2). Zudem ist die Uberexpression von XBP1 allein ausreichend, um
die Entstehung eines Multiplen-Myeloma-ahnlichen Syndroms in Mausen zu férdern (3). Zusatzlich
deuten Genexpressionsdaten darauf hin, dass XBP1-regulierte Gene in ,Activated B Cell-Like*
(ABC) Lymphomen im Vergleich zu ,Germinal Center B Cell* (GCB) Lymphomen hochreguliert
sind. GCB und ABC sind zwei spezifische Untergruppen der ,Diffuse Large B Cell* Lymphome
(DLBCL). Zusammengefasst deuten diese Arbeiten auf eine duale Rolle von XBP1 im Fortschreiten
und in der Wirksamkeit der Behandlung von B-Zell-Tumoren hin.

Mein Projekt beschéftigt sich mit der Bedeutung der UPR in Tumoren. Ein Schwerpunkt ist die
Rolle des IRE1-XBP1 Signalweges im ,Diffuse Large B Cell* Lymphom.

Erzielte Ergebnisse

In meinem Bericht zum ersten Jahr  zeigte ich bereits, dass der ER-Stresssensor IRE-1 in GCB-
Lymphomen geringer exprimiert ist als in ABC-Lymphomen. Folglich ist die Produktion des
~-downstream*“-liegenden Transkriptionsfaktors XBP1 in GCB-Zelllinien nach Stimulation mit ER-
stressinduzierenden Faktoren erheblich niedriger.

Wahrend meines zweiten Jahres konnte ich zeigen, dass im Gegensatz zum dramatischen
Unterschied in der IRE1-XBP1 Expression, der PERK-ATF4 Signalweg in beiden DLBCL
Subtypen, ABC und GCB, funktional ist. Diese Daten zeigen, dass die GCB-Zelllinien keinen
generellen Defekt in der ER-Stressreaktion, sondern eher eine spezifische Runterregulierung des
IRE1-XBP1 Signalweges, aufweisen. Diese Beobachtungen veranlassten uns, GCB-Zelllinien zu
rekonstruieren, in denen induzierbare Vektoren IRE1 oder XBP1 exprimieren, mit dem Ziel, die
genaue Rolle dieses Signalweges in B-Zell-Tumoren zu analysieren.

Im dritten Jahr erzielte Ergebnisse

Unsere Ergebnisse zeigen, dass die anhaltende Expression von XBP1 in GCB Zellen zu einem
niedrigeren Uberleben der Tumorzellen in vitro fiihrt. Dies deutet darauf hin, dass der Verlust von
IRE1-XBP1 in GCB DLBCL fur das Tumorwachstum vorteilhaft ist. Durch die gut beschriebene
Rolle von XBP1 in der Plasmazelldifferenzierung ist es ausserdem durchaus vorstellbar, dass die
Runterregulierung von IRE1-XBP1 in GCB DLBCL zum Arrest dieses Tumortyps in der
Entwicklungsstufe der ,Germinal Center” B Zelle beitragt.
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Im n&chsten Schritt haben wir untersucht ob, durch das Fehlen des IRE1-XPB1 Signalweges, GCB
DLBCL als Antwort auf ER-Stress vorrangig auf den PERK-ATF4 Signalzweig angewiesen sind.
Dieser Signalweg ist ein anderer Zweig der UPR, der unter Stresskonditionen aktiviert wird
(Abbildung 1). Um diese Hypothese zu testen, behandelten wir ABC und GCB DLBCL mit ER-
Stressauslosern mit und ohne PERK-Inhibitor. Wir konnten zeigen, dass die Inhibition des PERK-
ATF4-Signalweges GCB-Zellen hypersensitiv gegentiber ER-Stress macht, wohingegen die
gleiche Behandlung keinen Effekt auf das Uberleben von ABC DLBCL hat.

Unsere bisher erzielten Daten weisen darauf hin, dass das Fehlen von IRE1 ein Kennzeichen von
GCB DLBCL-Tumoren ist und dass es dazu beitragen konnte, dass diese Tumoren eine erhdhte
Sensitivitat gegenlber ER-stressinduzierenden Mitteln aufweisen. Zudem konnten wir zeigen, dass
der Mangel an IRE1-XBP1 dazu fuhrt, dass GCB DLBCL-Zellen unter ER-Stresskonditionen vom
PERK-ATF4-Signalweg abhangig sind. Zusammenfassend kénnten diese Resultate zu neuen
therapeutischen Strategien fiihren, um den GCB DLBCL Subtypen-spezifisch zu bekampfen

| ER STRESS |
o | =%
Vi \ .

- IRE1 PERK | ( ATF6 —
XBP1s ATF4 ATF6N

CELL DEATH J \ | i

/' UNFOLDED PROTEIN RESPONSE

Abbildung 1: Die Signalplattform der ER-Stressantwort

Stress im ER wird durch die Sensorproteine IRE1, PERK und ATF6 detektiert. Deren Aktivierung 16st drei
Signalkaskaden aus, welche eine Adaptationsantwort starten, die den ER-Stress reduziert und die Homeostase
durch die Aktivierung der ,Unfolded Protein Response" restauriert. Deregulation der ER-Signalwege wurde bereits
in verschiedenen Tumortypen beschrieben. Die Rolle von XBP1 und UPR im ,Diffuse Large B Cell* Lymphom,
einem bdsartigen B Zelltumor, der in ungefahr 40% aller Lymphompatienten vorhanden ist, ist jedoch nicht weiter
beschrieben.

Mein Projekt beschéftigt sich mit der Bedeutung der UPR in Tumoren. Der Schwerpunkt liegt auf XBP1 in DLBCL.
Meine Daten deuten darauf hin, dass der IRE1-XBP1-Signalweg in ,Germinal Center B Cell* DLBCL
herunterreguliert ist und dass die Rekonstitution mit XBP1 in diesem DLBCL-Subtyp zum Absterben der
Tumorzellen fuhrt.
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STIPENDIUM

STIPENDIUM ,MOLEKULARE LIFE SCIENCES*
Regulation von Proproteinkonvertase-Aktivitaten in zellularen Kompartimenten
und im Gewebe

Dieses ,ISREC Stipendium“ in Hohe von CHF 80'000.- pro Jahr wurde Pierpaolo Ginefra im Januar
2013 fur eine Dauer von vier Jahren gewahrt

Pierpaolo Ginefra flihrt seine Arbeiten im Labor von Professor Daniel Constam (EPFL/SV/ISREC)
durch

Hintergrund

Sekretierte Enzyme aus der Familie der Subtilisin/Kexin Proproteinkonvertasen (PCSK) stimulieren
oder hemmen diverse Hormone, Wachstumsfaktoren und Zelladh&sionsmolekile durch
proteolytische Spaltung spezifischer Erkennungssequenzen. Sowohl in normalen Organen als
auch in Tumorgeweben und anderen spezifischen pathologischen Situationen ist ihre
physiologische Funktion allerdings ungeniigend definiert, unter anderem weil die eindeutige
Unterscheidung zwischen den einzelnen enzymatischen Aktivitaten dieser PCSK aus technischen
Griinden erschwert ist. Manche der haufigsten und tddlichsten Krebserkrankungen (z.B.
Lungenadenokarzinome und Melanome) produzieren haufig mehr als eine PCSK in erhdhten
Mengen. Diese Tatsache und die ebenfalls erhéhte Aktivitat von kritischen Substraten, z.B. TGF
oder Notch, korrelieren allgemein mit fortschreitendem, invasivem und metastasierendem
Tumorwachstum. Stimuliert ein niedriger Sauerstoffgehalt die Bildung von Blutgefdssen, um einen
Tumor mit Nahrstoffen und Sauerstoff zu versorgen, so werden PCSK-Aktivitditen auch erhoht.
Weiter werden sie zur Bildung einer gewissen Art von Lymphozyten, welche haufig die Abwehr von
Tumoren durch das Immunsystem unterdriicken, bendtigt. Um solche und andere Krebsmerkmale
zu unterbinden, ist es aber wichtig zu wissen, welche dieser neun Proteasen aus der PCSK Familie
wann und wo in spezifischen Geweben und zellularen Kompartimenten blockiert werden mussen,
um mdglichst selektiv nur die gewiinschten Substrate beeinflussen zu kénnen. Diese Fragen zu
beantworten ist entscheidend, um durch therapeutische Massnahmen selektiv krebsférdernde
PCSK-Aktivitditen zu hemmen und dadurch toxische Nebenwirkungen einer systemischen
Inhibierung aller Proteasen dieser Art zu vermeiden.

Resultate

In meinem zweiten Jahr als Doktorand verwendete ich die sogenannten CLIPv4-Biosensoren, um
die Aktivitaiten von Proproteinkonvertasen in spezifischen subzellularen Kompartimenten in
Krebszellen zu untersuchen. Die Biosensoren beinhalten zwei durch eine Proteinsequenz
verbundene Fluorophore, welche von den Mitgliedern der PCSK-Familie erkannt und gespalten
werden konnen. Den Biosensoren wurden spezifische Lokalisierungssequenzen angehangt, um
sie in verschiedene subzellulare Kompartimente zu leiten (Abbildung 1). Die beiden Fluorophore
wurden auf Grund ihrer Fahigkeit, Forster Resonance Energy Transfer (FRET) auszuflihren,
ausgewahlt. Das Messen der FRET-Aktivitat gibt uns dartber Auskunft, wie effizient die Spaltung
des Biosensors ist. Tiefe FRET-Werte entsprechen einer effizienten Spaltung des Sensors,
wahrend hohe FRET-Werte fir einen intakten, nicht gespaltenen Biosensor stehen. Das heutige
Dogma ist, dass PCSK ihre Substrate hauptsachlich im trans-Golgi-Netzwerk spalten. Im
Gegensatz dazu zeigt unsere Analyse der verschiedenen kompartimentspezifischen Biosensoren,
dass die hdchste PCSK-Aktivitat in post-Golgi-Kompartimenten stattfindet. Um die PCSK-
Aktivitdten im subzellularen Bereich zu quantifizieren, mass ich die FRET-Effizienz der verschieden
CLIPv4-Varianten in der B1F16 Mausmelanomzelllinie, welche endogenes Furin und PC7
exprimiert. Um das maximale FRET-Signal fir alle subzellularen Kompartimente zu bestimmen,
benutzte ich analoge, nicht spaltbare, kompartimentspezifische Biosensoren, sogenannte mutierte
Biosensoren (mCLIPv4).
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Die maximalen FRET-Signale der mCLIPv4-Sensoren wurden fir die Normalisierung der
spaltbaren CLIPv4-Sensoren benutzt. Zum Beispiel ist im spaten Endosom die FRET-Effizienz in
CLIPv4 60-70% Kleiner als in mCLIPv4. Um zu untersuchen welche der zwei PCSK fir die Spaltung
des Sensors verantwortlich ist, wurde das CRISPR-Cas9 System benutzt, um PC7 und Furin in
B16F1-Zellen zu mutieren. Die Spaltung des CLIPv4-Sensors war in B16F1 Wildtypzellen und in
der PC7 mutierten Zelllinie (B16F1-F2) nicht zu unterscheiden. In der Furin mutierten Zelllinie
(B16F1-G7) war die FRET-Effizienz jedoch erh6ht, was darauf hindeutet, dass im spaten Endosom
Furin fur die Spaltung des Sensors verantwortlich ist (Abbildung 2). Die Studie zeigt, dass unsere
CLIPv4-Biosensoren geeignet sind, die PCSK Aktivitat mittels FRET in Krebszellen zu messen und
ausserdem ihre Aktivitat einem subzellularen Kompartiment zuzuordnen.

CLIPv4 citrine

Trafficking signal Subcellular compartment
Endoplasmatic reticulum
Trans-Golgi
Late Endosomes

Plasma Membrane

Lipid rafts

Abbildung 2: Messung der FRET Effizienz der
CLIPv4- und der entsprechenden nicht
spaltbaren mCLIPv-Biosensoren im spaten
Endosom mittels Sensitized Emission.
Normalisierte FRET-Effizienz (NFRET) wurde
berechnet wie in Xia et al., 2001, beschrieben.
Der Durchschnitt der NFRET-Werte von CLIPv4
und mCLIPv4 sind in der Tabelle beschrieben.
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Abbildung 1: Entwicklung der Cell-Linked
Indicator  of Proteolysis (CLIPV)
Biosensorvarianten.

Die Spaltung des Linkers mit der Sequenz
RQRR zwischen dem Donor und dem
Akzeptor inhibiert die FRET-Aktivitat. Tabelle
mit den subzelluldren Lokalisierungs-
sequenzen: die KDEL Sequenz fur das
endoplasmatische Retikulum, die TGN38
Sequenz  fir das TGN  Netzwerk
(Transmembrandomane und zytosolischer
Teil des humanen TGN38 Proteins), die
M6PR Sequenz fir das spate Endosom
(Transmembrandomane und zytosolischer
Teil des kationabhéngigen Mannose 6-
Phosphat Rezeptors des Rindes), die
FFWYLL Sequenz fur die Plasmamembran
(mutierte Transmembrandoméane und
zytosolischer Teil des kationabhangigen
Mannose 6-Phosphat Rezeptors des
Rindes) und die CD58 Sequenz fur Lipid
Rafts (GPl Anker des humanen CD58
Proteins).

BI6FI BI6FI-F2 BI6FI1-G7

:
ALd 4
astanty vy 99
X
A v v
@ " L
. I;i'lvv

Ve

P ..

gy v

T T T T T

mCLIPv4 CLIPv4 mCLIPv4 CLIPvd mCLIPv4 CLIPv4

I 0.3086 I 0.9912 { 03108 ] I [ 0.9653 ‘

1. Lalou, C., Scamuffa, N., Mourah, S., Plassa, F., Podgorniak, M. P., Soufir, N., Dumaz, N., Calvo, F., Basset-
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STIPENDIUM

STIPENDIUM ,MOLEKULARE LIFE SCIENCES*
Die Rolle der epithelial-mesenchymalen Transition i n nicht-kleinzelligem
Lungenkrebs

Dieses ,ISREC Stipendium* in Hohe von CHF 80'000.- pro Jahr wurde Svenja Groeneveld im Juni
2013 fur eine Dauer von vier Jahren gewahrt

Svenja Groeneveld fihrt ihre Arbeiten im Labor von Professor Etienne Meylan (EPFL/SV/ISREC)
durch

Einflhrung

Nicht-kleinzelliger Lungenkrebs (NSCLC) verursacht von allen Krebsarten weltweit die meisten
Todesfélle. Die epithelial-mesenchymale Transition (EMT) ist ein Programm der normalen
Embryonalentwicklung, das haufig in der Progression von Krebserkrankungen wieder aktiviert wird.
Mein Projektziel besteht darin, den Beitrag der EMT zur Entstehung und Progression von NSCLC
besser zu verstehen. Insbesondere die Rolle der Transkriptionsfaktoren (TF) ZEB1 und Snail, die
EMT auslésen kénnen, wird untersucht. Ein Schlisselaspekt ist hierbei die Erforschung einer
maoglichen Verbindung zwischen der EMT und dem Glukosestoffwechsel der Krebszelle.

Ergebnisse

EMT in der Krebszelle

Fur Laborversuche verwenden wir Zelllinien, die urspringlich von NSCLC-Patienten stammen.
Zehn solcher Zelllinien wurden auf epitheliale und mesenchymale Charakteristika hin untersucht
und anschliessend ihrem epithelialen oder mesenchymalen Status nach eingestuft. Ich habe nun
Zelllinien entwickelt, in denen die Expression von ZEB1 oder Snail durch Zusatz von Antibiotika in
das Kulturmedium induziert werden kann, was eine EMT der Zellen zur Folge hat. Dadurch sind
wir in der Lage, die Auswirkungen der einzelnen TF zu erforschen und ihre Funktionen zu
vergleichen.

EMT im Mausmodell

Um EMT in Lungentumoren der Maus untersuchen zu kénnen, verwende ich ein fortschrittliches
System, welches mit dem fir die Zellexperimente vergleichbar ist (siehe oben). Hiermit kann die
Expression von ZEB1 oder Snail entweder bei Krebsentstehung oder -progression direkt in den
Lungentumoren der Maus induziert werden.

Glukosestoffwechsel

Unsere Arbeitsgruppe hat kirzlich eine Verbindung zwischen dem Glukosestoffwechsel und EMT
entdeckt. Wir konnten zeigen, dass der neuronale Glukosetransporter GLUT3 Teil des reaktivierten
EMT-Programms in NSCLC beim Menschen ist und dass eine starke Expression von GLUT3 mit
einer schlechten Prognose einhergeht. Der TF ZEB1 aktiviert das GLUT3-Gen direkt und steigert
dadurch die GLUT3-Expression. Diese Ergebnisse sind Teil einer aktuellen Publikation (Masin et
al., 2014), zu welcher ich als Koautorin beigetragen habe.

Der Hexosamin-Biosyntheseweg

Mit dem Ziel, zusatzliche metabolische Akteure des EMT-Programms zu identifizieren, haben wir
Genexpressionsdaten von NSCLC-Patienten analysiert. Tatsachlich stiessen wir dabei auf ein
weiteres Stoffwechsel-Gen, das fir Glutamin-Fruktose-6-Phosphat-Amidotransferase 2 (GFPT2),
ein wichtiges Enzym im Hexosamin-Biosyntheseweg (HBP), codiert. Der HBP st ein
Stoffwechselweg, der ein Substrat fir Proteinmodifikationen produziert, welche unverzichtbar fur
die Signalweiterleitung innerhalb der Zelle sind. Unter anderem kann diese Modifikation den TF
Snail stabilisieren und somit zu einer EMT beitragen. Wie bereits fir GLUT3 konnten wir einen
Zusammenhang zwischen einer hohen GFPT2-Expressionsrate und einer schlechten
Patientenprognose feststellen. Des Weiteren fiihrt die Induktion von ZEB1 oder Snail zu einer
verstarkten GFPT2-Expression.
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Zusammenfassung

In meinem ersten Jahr habe ich zwei einander ergdnzende Modellsysteme entwickelt, die es
ermoglichen, EMT sowohl in menschlichen NSCLC-Zelllinien als auch in einem NSCLC-
Mausmodell zu untersuchen. Ich habe GFPT2 als mogliches Bindeglied zwischen dem
Glukosestoffwechsel und EMT identifiziert; vorlaufige Ergebnisse deuten tatséchlich darauf hin,
dass GFPT2 und der HBP eine Rolle in der EMT spielen kénnten. Wir halten es fiir sehr interessant,
diese Zusammenhange vor dem Hintergrund der NSCLC-Progression weiter zu untersuchen.

ZEB1

Snail

[ Glukosestoffwechsel ] [Lungenkrebsprogression]

Arbeitshypothese

Es ist bekannt, dass die TF ZEB1 und Snail eine EMT auslésen kénnen. Auf diese Weise tragen
sie wahrscheinlich zur Progression von Lungenkrebs bei. Die TF beeinflussen ausserdem
maoglicherweise den Glukosestoffwechsel der Krebszelle; ein Beispiel hierfur ist die Aktivierung des
HBP. Allerdings sind diese Auswirkungen auf die Lungenkrebsprogression und den
Glukosestoffwechsel wahrscheinlich keine isolierten Vorgange. Es ist vielmehr denkbar, dass sie
miteinander in Verbindung stehen und sich gegenseitig beeinflussen. Unser Ziel ist es, diese
faszinierenden Zusammenhange zu beleuchten, um schliesslich die Mechanismen der
Krebsprogression besser zu verstehen.

Quelle

Masin, M., Vazquez, J., Rossi, S., Groeneveld, S., Samson, N., Schwalie, P.C., Deplancke, B., Frawley, L.E.,
Gouttenoire, J., Moradpour, D., et al. (2014). GLUT3 is induced during epithelial-mesenchymal transition and
promotes tumor cell proliferation in non-small cell lung cancer. Cancer & Metabolism 2:11.

(DOI: 10.1186/2049-3002-2-11 / URL: http://www.cancerandmetabolism.com/content/2/1/11)
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LEHRSTUHL

ISREC LEHRSTUHL ,TRANSLATIONALE ONKOLOGIE*
Signaltransduktionsmechanismen und neue Behandlungs strategien  fur
hamatologische Erkrankungen

Dieser Lehrstuhl wurde im Marz 2011 mit einem Betrag von CHF 500°000.- pro Jahr fur eine Dauer
von sechs Jahren ausgestattet
Er wurde Prof. Oliver Hantschel und seiner Forschungsgruppe (EPFL/SV/ISREC) zugesprochen

Einleitung

In den Tumorzellen von Krebspatienten finden sich, im Vergleich zu gesunden Zellen, eine Vielzahl
von Veradnderungen der genetischen Information. Meistens fihren diese Veranderungen zur Uber-
oder Unterproduktion von Proteinen oder zu deren strukturellen Veranderung.

Viele krebsauslosende Proteine sind Enzyme, die Phosphatgruppen auf andere Proteine
Ubertragen kénnen und dadurch das tumorférdernde Signal weiterleiten. Diese Enzyme werden
als Proteinkinasen bezeichnet. Sie funktionieren als molekulare Schalter und liegen im
Normalzustand der Zelle in der ausgeschalteten inaktiven Form vor. In Krebszellen hingegen sind
Proteinkinasen durch die auftretenden genetischen Veranderungen permanent aktiv. In den letzten
zehn Jahren wurden von der pharmazeutischen Industrie insgesamt 25 Medikamente entwickelt,
die diesen aktiven Zustand der Proteinkinasen blockieren und somit das Tumorwachstum
einschranken kénnen. Diese Proteinkinaseinhibitoren sind, neben den monoklonalen Antikorpern,
die wichtigsten Beispiele fir moderne, zielgerichtete Krebstherapie geworden.

Leider ist die Wirksamkeit dieser Medikamente oft nur von kurzer Dauer, da zusétzliche molekulare
Veranderungen der Kinasen den Erfolg der Therapie einschranken oder ganzlich verhindern.
Daher versuchen wir, Alternativen zu finden, um die erhthte Aktivitat von Proteinkinasen in
Krebszellen einzuschréanken.

Kinase domain has fully closed Im Fokus unserer Forschung steht eine
activation loop conformation bestimmte Klasse von Proteinkinasen mit

etwa 30 verschiedenen Mitgliedern, welche
mit der Entstehung von verschiedenen
Arten des Blut- und Lymphdriisenkrebses
« @ sowie mit Tumoren verschiedener innerer
¥ Organe in Zusammenhang gebracht

- werden. Unsere Ergebnisse weisen darauf
hin, dass einige dieser Proteinkinasen

durch einen alternativen Mechanismus

SH2 domain allosterically induces aktiviert werden, welcher unabhéngig vom
e . Angriffspunkt derzeitiger Therapien agiert.
activation loop opening Veranderungen dieser zweiten Stelle

haben eine fehlerhafte Regulation der
Kinaseaktivitdt zur Folge. Wir haben uns
zum Ziel gesetzt, neue Arzneistoffe gegen

Y
diese Regulationspunkte zu entwickeln und
damit eine wirksamere Therapie zu
» @ gewdhrleisten.
Y - Y

Die Aktivierungsschleife der Kinasedoméane von BCR-ABL (blau) liegt in einer vorwiegend inaktiven Konformation
vor (oberer Teil). Nach Ausbildung der SH2-Kinase Kopplungsstelle verschiebt sich das Gleichgewicht zu einer
vorwiegend offenen Konformation der Aktivierungsschleife (unterer Teil).

[ ¥
Y
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Resultate

Die Proteinkinase, an welcher dieser alternative Regulationsmechanismus von uns entdeckt
wurde, ist das BCR-ABL Protein. Diese sehr aktive Proteinkinase fuhrt zur Umwandlung von
Blutstammzellen zu Leuk&miezellen und damit zur Entstehung der chronisch myeloischen
Leukamie (CML). Seit circa zehn Jahren werden CML Patienten mit dem hochspezifischen BCR-
ABL Inhibitor Imatinib (Handelsname: Gleevec der Firma Novartis) behandelt. Bei einem Teil der
Patienten treten jedoch Resistenzen auf, welche zum Fortschreiten der Erkrankung fuhren.

In den vergangenen zwei Jahren haben wir die molekularen Grundlagen des oben beschriebenen
alternativen Regulationsmechanismus von BCR-ABL aufgeklart. Hierzu haben wir Teile des BCR-
ABL Proteins in aufgereinigter Form hergestellt und dessen biochemische Eigenschaften im Detail
charakterisiert. Dies flhrte zur Entdeckung von spezifischen Unterschieden zwischen der
dreidimensionalen Struktur des hyperaktiven (krebsauslésenden) und des weniger aktiven (nicht-
krebsauslosenden) Zustandes des BCR-ABL Proteins. Unsere Ergebnisse wurden kirzlich in der
Fachzeitschrift Nature Communications (Lamontanara et al., "'The SH2 domain of ABL kinases
regulates kinase autophosphorylation by controlling activation loop accessibility’, Nat. Commun. 5,
5470) verdffentlicht.

Im weiteren Verlauf dieses Projektes entwickeln wir Methoden, die es uns ermdglichen, eine
Selektion aus einem grossen Arzneistoffpool gegen BCR-ABL durchzufiihren, um neue Inhibitoren
zu finden, die fir den alternativen Regulationsmechanismus spezifisch sind. Wir erwarten, dass
eine Kombination dieses Arzneistoffs mit Imatinib dessen Wirksamkeit und Vertraglichkeit erhoht
und dementsprechend eine effizientere Therapie gewahrleistet.

Mit unseren Forschungsergebnissen hoffen wir, einen Beitrag zur Entwicklung potenter
Therapeutika zu leisten, um die Lebensqualitdt von Krebspatienten langerfristig zu verbessern.

ISREC LEHRSTUHL ,GRUNDILAGEN DER ONKOLOGIE*
Molekulare Krebsimmuntherapie und Immune Engineerin g

Dieser Lehrstuhl wurde im Juni 2013 mit einem Betrag von CHF 500'000.- pro Jahr fiir eine
Dauer von sechs Jahren ausgestattet

Er wurde einer UNIL/CHUV Forschungsgruppe zugesprochen

»Assistant tenure track®- Professor wird noch bestimmt

Die ersten Resultate werden im 2015 zur Verfligung stehen
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LEHRSTUHL

ISREC LEHRSTUHL ,TRANSLATIONALE ONKOLOGIE*
Entschlisselung der Lymphomgenetik zur Entwicklung neuer Therapien

Dieser Lehrstuhl wurde im November 2014 mit einem Betrag von CHF 500°000.- pro Jahr fir eine
Dauer von sechs Jahren ausgestattet
Er wurde Prof. Elisa Oricchio und ihrer Forschungsgruppe (EPFL/SV/ISREC) zugesprochen

Das Oricchio Laboratorium am ISREC-EPFL wurde im November 2014 erdffnet. Dank der
Unterstitzung der ISREC-Stiftung konnte ich einen sachkundigen Laboranten und einen
Postdoktoranden mit Erfahrung im Bereich Krebsbiologie anstellen, um unsere
Forschungsarbeiten in Angriff zu nehmen.

Einleitung

Die Forschung in unserem Labor befasst sich mit der Genetik des Lymphoms und deren
Umsetzung in neuartige Therapien. Das maligne Lymphom ist eine heterogene Krankheit, die
durch zahlreiche genomische Veranderungen gekennzeichnet ist. Wir haben uns zum Ziel gesetzt,
die funktionelle Rolle wiederkehrender genetischer Lasionen in der Lymphomentstehung zu
verstehen. Wir werden genomische Analysen menschlicher Tumore mit funktionellen in vivo
Studien kombinieren. Auch werden wir Mosaikmodelle von Lymphomen benutzen, um relevante
Gene, die durch genomische Analysen identifiziert wurden, beziglich ihrer Funktion zu annotieren
und um préklinische Behandlungsstudien durchzuftihren.

Ausfihrliche Projektbeschreibung

In einem ersten Schritt werden wir Proben von Lymphompatienten mittels RNA-Sequenzierung
analysieren, um krebsassoziierte Variationen in der Genexpression und spezifische
Isoformkonzentrationen zu quantifizieren und auch um mogliche neue Genfusionen zu
identifizieren. Wir werden diese Daten mit Mutationen und chromosomalen Aberrationen
verbinden, um noch nie da gewesene Einblicke in die Lymphomgenomik zu gewinnen. Die
genomischen Analysen werden danach durch funktionelle Screenings erganzt, um den
phenotypischen Beitrag dieser Verdnderungen zur Lymphomgenese zu definieren. Dieser Schritt
ist fir die Planung geeigneter funktioneller in vivo Studien entscheidend.

Als Néchstes werden wir genetisch verédnderte Lymphommausmodelle benutzen, um die Genetik
und die Pathologie der Krankheit zu untersuchen. Diese Mausmodelle besitzen wichtige
menschliche Eigenschaften. Wir werden diese nutzen, um den Einfluss von wiederkehrenden
genomischen Veranderungen auf die Lymphomauslosung und die Transformation in vivo zu
charakterisieren.

Unser Hauptziel besteht in der Anwendung unserer genetischen und biologischen Studien zur
Entwicklung neuer therapeutischer Strategien. Haufig auftretende genomische Verénderungen
kénnen die Reaktion von Patienten auf derzeitige Therapien beeinflussen. Mutierte Gene kénnen
Resistenzmechanismen begiinstigen und deren Aktivitat lasst sich durch selektive Inhibitoren
blockieren.

Um unsere Hypothesen auf die Probe zu stellen, werden wir streng kontrollierte experimentelle
Systeme benutzen, die Kklinischen Studien in einem physiologischen Kontext &hnlich sind. Wir
beabsichtigen, Kombinationstherapien in genetisch definierten Tumoren zu testen, den Einfluss
verschiedener genetischer Lasionen auf Therapien direkt zu vergleichen und den Effekt der
intrinsischen Tumorheterogenitat auf die Behandlung zu messen.

21



ISREC STIFTUNG JAHRESBERICHT 2014
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Kdirzlich erschienene Publikationen

1. Oricchio E, Nanjangud G, Wolfe AL, Schatz JH, Mavrakis KJ, Jiang M, Liu X, Bruno J, Heguy A, Olshen AB,
Socci ND, Teruya-Feldstein J, Weis-Garcia F, Tam W, Shaknovich R, Melnick A, Himanen JP, Chagant R.S.K.,
and Wendel HG. Eph- Receptor A7 is a soluble tumor suppressor in follicular lymphoma. Cell 147-3 554-564 (2011).
2. Oricchio E, Ciriello G, Schatz JH, Jiang M, Heguy A, Viale A, de Stanchina E, Teruya-Feldstein J, Sander C,
Wayne T, Seshan VE, Chaganti RSK Wendel HG. Frequent disruption of the RB pathway in indolent follicular
lymphoma suggests a new combination therapy. J Exp. Med. (2014) Jun 30; 211(7):1379-91.

3. Oricchio E, Papapetrou EP, Lafaille F, Ganat YM, Kriks S, Mark WH, Teruya-Feldstein J, Huse JT, Reuter V,
Sadelain M, Studer L, Wendel HG. “A cell engineering strategy to enhance the safety of stem cell therapies”. Cell
Report (2014).
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FONDS

FONDS ,TRANSLATIONALE KREBSFORSCHUNG - GLIOBLASTOM?
Embryonale Stammzellen ftr die Modellierung von Hir ntumoren

Dieser aus einer privaten Schenkung stammende Fonds im Umfang von CHF 350'000.- wurde im
Juni 2011 far eine Dauer von drei Jahren gewahrt

Er wurde Dr. Olivier Preynat-Seauve (Labor fir Immunhamatologie, Universitatsspital Genf)
zugesprochen

Einleitung

Mikro-RNAs (oder miRNAs) stellen potentielle Ziele fur die Entwicklung von neuen
Krebsbehandlungen dar. Mikro-RNAs sind kleine Molekile, die =zahlreiche Gene und
dementsprechend viele zellulare Prozesse regulieren kénnen, darunter auch die Entwicklung von
Tumoren. Um das Verstandnis der Glioblastombiologie voranzutreiben und zur Entdeckung neuer
therapeutischer Zielstrukturen beizutragen, werden neuartige zellulare Werkzeuge bendtigt, die die
menschliche Tumorumgebung in vivo getreu nachbilden. In der Tat ist das Fehlen passender
Glioblastommodelle eines der grdossten Hindernisse zur Entwicklung geeigneter Arzneimittel. Aus
diesem Grund haben wir ein in vitro Modell fiir die Glioblastomentwicklung in gehirn&hnlichem,
menschlichem Gewebe entwickelt. Dieses Modell besteht aus einer Kombination von
Patiententumorzellen und gehirndhnlichem Gewebe, das aus menschlichen, embryonalen
Stammzellen generiert wurde. Unsere Ergebnisse beschreiben eine in vitro-heranwachsende
Tumorzellmasse, die eine grosse Ahnlichkeit mit der in vivo Krebsentwicklung bei Patienten
aufweist. Wir haben uns dieses Systems bedient, um die an der Krankheit beteiligten miRNAs zu
untersuchen. Die Hauptziele unserer Forschung waren (i) die Identifikation von miRNAs, die
induziert oder heraufreguliert werden wenn der Tumor mit gehirndhnlichem Gewebe interagiert und
(ii) die Identifikation von miRNAs, die spezifisch bei Glioblastompatienten (aber nicht bei gesunden
Individuen) exprimiert werden.

Ausgefiihrte Arbeiten

Unter Anwendung dieses Vorgehens, kombiniert mit der Analyse von Patientenbiopsien, haben wir
miRNAs identifiziert, die moglicherweise mit dem Fortschreiten der Krankheit interferieren konnten.

Wir haben beobachtet, dass gewisse miRNAs spezifisch induziert oder unterdriickt werden, wenn
gehirndhnliches Gewebe mit Tumoren interagiert. Mithilfe oOffentlicher Datenbanken (Human
Cancer Genome Atlas) konnten wir zeigen, dass 31 (6%) dieser miRNAs statistisch signifikant mit
dem Uberleben der Patienten Kkorreliert sind. Aus folgenden Griinden erwiesen sich miR-494, -
892a, -1293 und -340 als die interessantesten:

- miR-494 und -1293 sind in Krebspatienten Uberexprimiert und werden nur induziert, wenn
Tumorzellen mit Nervengewebe interagieren.

- miR-892a, -1293 und -340 wurden bisher nicht beschrieben.

- miR-340 wird herunterreguliert (niedrige Expression) und scheint eine wichtige miRNA fir
das Uberleben von Glioblastompatienten zu sein.

Experimentelle in vitro Einfihrung dieser miRNAs in Krebszellen verringerte die Aktivitat dieser
Zellen signifikant im Vergleich zu Kontrollbedingungen.
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Allgemeine Folgerungen aus diesem Projekt

Das Ziel des Ausgangsprojektes war die Entwicklung eines innovativen Gewebemaodells zur in vitro
Untersuchung von Glioblastomen. Wahrend dieser Entwicklung wurden wesentliche Fortschritte
erzielt, die zur Entdeckung von zwei zusatzlichen Erkenntnissen Uber die Krankheit flhrten:

0] Eine eventuelle virale Atiologie der Krankheit konnte ausgeschlossen werden. Dies ist
ein in der wissenschaftlichen Gemeinschaft intensiv diskutiertes Thema.
(i) Es wurden miRNAs identifiziert, die spezifisch durch die Tumor- /

Wirtsgewebeinteraktion induziert werden und die moglicherweise in biologischen
Tumorprozessen aktiv sind.

Zwei Artikel, die diese Erkenntnisse beschreiben, wurden in internationalen Zeitschriften
veroffentlicht:

Cosset E, Petty TJ, Dutoit V, Cordey S, Padioleau I, Otten-Hernandez P, Farinelli L, Kaiser L,
Bruyere-Cerdan P, Tirefort D, Amar El-Dusouqui S, Nayernia S, Krause KH, Zdobnov EM, Dietrich
PY, Rigal E, Preynat-Seauve O. Comprehensive metagenomic analysis of glioblastoma reveals
absence of known virus despite antiviral-like type | interferon gene response. Int J Cancer. 2013
Dec 17.

Nayernia Z, Turchi L, Cosset E, Peterson H, Dutoit V, Dietrich PY, Tirefort D, Chneiweiss H,
Lobrinus JA, Krause KH, Virolle T, Preynat-Seauve O. The relationship between brain tumor cell
invasion of engineered neural tissues and in vivo features of glioblastoma. Biomaterials.
2013:8279-90.
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Proliferation von Glioblastomzellen, die miR-494, -892a, -1293, -340, negativen (Neg) und positiven (pos)
Kontrollen ausgesetzt wurden. Neg sind miRNAs ohne biologische Aktivitat. Pos sind miRNAs von denen bekannt
ist, dass sie die Zellproliferation reduzieren. @ sind Zellen ohne miRNA.
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FONDS

FONDS ,TRANSLATIONALE KREBSFORSCHUNG - SARKOM*
Immuninfiltrate als prognostische Faktoren in lokal isierten gastrointestinalen
Stromatumoren

Zusammenarbeit zwischen dem CHUV, Lausanne und dem IGR, Paris

Dieser aus einer privaten Schenkung stammende ,zweckgebundene Fonds* im Umfang von
CHF 200'000.- pro Jahr wurde im Januar 2012 fir eine Dauer von finf Jahren vergeben
Forschungseinheit U1015 INSERM und Zentrum fur klinische Studien IGR/Curie

Direktor: Prof. Laurence Zitvogel /IGR — Institut Gustave Roussy

Einleitung

Der gastrointestinale Stromatumor (GIST) ist das am haufigsten vorkommende gastrointestinale
Sarkom. 70 bis 80% aller GIST enthalten eine onkogene KIT-Mutation, die als Wirkungsort von
Imatinibmesilat (IM) dient. IM verlangert das Uberleben der GIST-Patienten deutlich (1), wirkt direkt
auf den GIST-Tumor, hat aber ebenfalls indirekte, immunstimulierende Wirkungen auf T-Zellen und
naturliche Killerzellen (NK-Zellen). IM aktiviert den Dialog zwischen den dendritischen Zellen (DZ)
und den NK-Zellen und damit die Funktion der NK-Zellen (2, 3). Diese Funktion hangt von der
Transkription von NKp30-Isoformen ab und fuhrt zu unterschiedlichen biologischen
Antitumorantworten (4). Mittels Immunhistochemie konnten wir zusatzlich zeigen, dass NK-
Zellinfiltrate einen Indikator fiir das progressionsfreie Uberleben von an lokalisiertem GIST
leidenden Patienten darstellen (5). Es wurde auch gezeigt, dass IM das IDO-Enzym in GIST-
Tumorzellen inhibiert, dadurch die Anzahl von regulatorischen T-Zellen reduziert und eine
Zunahme von Effektor-CD8*T-Zellen mit einer gunstigen anti-GIST-Immunitat ermdglicht (6).
Obwohl IM sehr wirksam ist, wirkt es selten heilend. Aus diesem Grund haben wir beschlossen,
Immunbiomarker fiir die GIST-Prognose zu charakterisieren, um therapeutische Entscheidungen
besser unterstiitzen zu kénnen.

Resultate

Die Transkription von NKp30-Rezeptorisoformen und d eren Expressionsniveau
ermoglichen eine Prognose iber das Uberleben von Pa  tienten mit einem metastatischen
GIST

NKp30 ist ein in NK-Zellen exprimierter zytotoxischer Rezeptor, der eine Rolle in der
Tumorzellerkennung und dem Dialog zwischen dendritischen und NK-Zellen spielt. Es gibt drei
NKp30-Hauptisoformen (NKp30a, NKp30b und NKp30c) und jede weist eine spezifische
intracytoplasmatische Domane auf. NKp30a und b sind TH1-ahnlich (IFNy und TNFa), wahrend
die NKp30c-Isoform die Synthese des immunsuppressiven IL-10-Zytokins induziert. Uberwiegende
Transkription der NKp30c-Isoform oder ein tiefes Verhaltnis zwischen den NKp30b- und NKp30c-
Isoformen (RBC) beeinflusst die Prognose metastatischer GIST-Patienten in einer Testkohorte
(Ref. 4 und Fig. 1A) und, wie wir nun beweisen konnten, auch in einer Validationskohorte (Fig. 1B,
gepoolte Kohorte in Fig. 1C). Ausserdem haben wir entdeckt, dass der Expressionsgrad der
NKp30-lsoform das Uberleben von metastatischen GIST-Patienten in Test- und
Validationskohorten prognostiziert (zusammengefasste Kohorte, Fig. 1D). Die Kombination von
NKp30-Isoformverhaltnissen und NKp30-Expressionsniveaus hob eine Patientengruppe mit einer
schlechten Prognose hervor, welche von einer immunbasierten Therapie profitieren kdnnte, die
darauf abzielt, die NKp30-Expression zu erhdhen.

Die l6slichen NKp30-Liganden B7-H6 und Bat3 sind Bi  omarker fir das progressionsfreie
Uberleben von metastatischen GIST-Patienten

Als Nachstes haben wir einen der Immune-Escape-Mechanismen charakterisiert. Zu diesem
Zweck haben wir die Ausschiittung von I6slichen NKp30-Liganden (sB7H6 und sBat-3), I6slichem
NKG2D-Ligand (sMIC) und als Kontrolle von I6slichem Thrombospondin und Osteopontin in das
Serum von metastatischen GIST-Patienten untersucht. Ldsliches B7H6 wurde zum Zeitpunkt der
Diagnose im Serum von GIST-Patienten, vorwiegend bei nicht-operierten, tumortragenden
Patienten, gefunden. Nach Verabreichung von IM sank die Konzentration, was darauf hindeutet,
das I6sliches B7H6 durch die GIST-Tumore ausgeschieden und/oder abgespaltet wird. Im Kontrast
dazu erhéhte sich nach der Behandlung mit IM und parallel zur GIST-Tumorapoptose die sBat-3
Konzentration.
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Das Vorhandensein von Sb7H6 oder sBat-3 im Serum von Patienten stellt bei der Diagnose einen
Indikator fiir progressionsfreies Uberleben von metastatischen GIST-Patienten dar (Fig. 1F, 1G
und kombiniert in 1H). Im Gegenzug dazu stellt sSMIC einen guten prognostischen Faktor fiir das
Uberleben von GIST-Patienten dar, wahrend Thrombospondin und Osteopontin keinen Einfluss
auf das progressionsfreie Uberleben von GIST-Patienten zeigen (Resultate ohne Abbildung).
Zusammenfassend sind bei GIST-Patienten sowohl Expression und Verhéltnis von NKp30-
Isoformen als auch die Serumkonzentration von Iéslichen NKp30-Liganden zur Zeit der Diagnose
wertvolle Biomarker fir die Prognose, welche zu verbesserten therapeutischen Entscheidungen
beitragen konnten. Diese Ergebnisse erlauben die Bewertung neuer kombinierter
immuntherapeutischer Strategien (zum Beispiel einer Erhdhung der NKp30-Isoformexpression) zur
Forderung der NK-Zellaktivitat.
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Abbildung 1: Transkription von NKp30-Isoformen und die l6slichen Konzentrationen der NKp30-Liganden

(B7H6 und Bat3) sagen den klinischen Ausgang bei me  tastatischen GIST-Patienten voraus.

Das Verhaltnis zwischen Transkription von NKp30b- und NKp30c-Isoformen (RBC) prognostiziert das Uberleben
metastatischer GIST-Patienten in einer Testkohorte (N=71, A), einer Validationskohorte (N=55, B) und einer
gepoolten Kohorte (N=126, C). Ausserdem stellen auch die Transkriptionsraten von NKp30a (D, links), NKp30b (D,
mitte) und in geringerem Ausmass NKp30c (D, rechts) einen Indikator fiir das Uberleben von metastatischen GIST-
Patienten dar (Test- und Validationskohorten, gepoolt, N=126). Kombinierte RBC-Verhéltnisse und
Transkriptionsraten von NKp30 sind in (E) dargestellt. Die zum Zeitpunkt der Diagnose ermittelten Serumwerte der
I6slichen NKp30-Liganden sB7H6 (F) und sBat-3 (G), oder der Kombination von sB7H6 und sBat-3 (H), ermdglichen
eine Aussage Uiber das progressionsfreie Uberleben metastatischer GIST-Patienten.
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FONDS

FONDS ,TRANSLATIONALE KREBSFORSCHUNG - SARKOM*
Mechanismen der Entstehung und Entwicklung von Sark omen

Zusammenarbeit zwischen dem CHUV, Lausanne und dem IGR, Paris

Dieser aus einer privaten Schenkung stammende ,zweckgebundene Fonds* im Umfang von
CHF 300°000.- pro Jahr wurde im Januar 2012 fir eine Dauer von funf Jahren vergeben
Forschungslabore: Institut fir Pathologie, UNIL/CHUYV, Lausanne

Direktor: Prof. lvan Stamenkovic

Einleitung

Sarkome sind bdsartige Knochen- und Weichteiltumore, welche etwa 2% aller bdsartigen
menschlichen Tumore und bis zu 15% aller Tumore bei Kindern umfassen. Trotz multimodalen
Therapiekonzepten weisen die meisten Sarkome eine schlechte Prognose und eine hohe Neigung
zu Metastasen auf. Die Ursache dafir liegt zum Teil im schlechten Verstandnis der Biologie von
Sarkomen begriindet.

Ziele des Projektes

Wir haben Studien zur Identifikation von Ursprungszellen verschiedener Sarkome durchgefihrt,
um onkogene Ereignisse zu verstehen, welche zu primaren Zelltransformationen und zur
Entwicklung vollwertiger, zur Metastasenbildung fahiger Tumore fihren. Wir konnten zeigen, dass
mesenchymale Stammzellen (MSZ) des Knochenmarks Ursprungszellen des Ewing-Sarkoms, der
zweithaufigsten bdsartigen Knochenerkrankung im Kindes- und Jugendalter und der myxoiden
Liposarkome, sind. Es gibt jedoch immer mehr Anzeichen, dass andere Sarkome, wie
Osteosarkome und synoviale Sarkome, auch von MSZ Untergruppen abstammen.

Aufgrund unserer Beobachtungen konnten wir die Mechanismen identifizieren, die zur
Transformation von MSZ und zur Entwicklung des Ewing-Sarkoms flhren. Wir haben entdeckt,
dass das EWS/FLI1-Fusionsgen, das fur das Ewing-Sarkom charakteristisch ist und als Folge einer
spezifischen chromosomalen Translokation auftritt, eine Serie epigenetischer Modifikationen in
MSZ induziert, welche zur Transformation flilhren. Diese Modifikationen beinhalten Veranderungen
der Chromatinstruktur, welche die Expression von Schlisselgenen beeinflussen, die das
Uberleben und die Vermehrung von Zellen regulieren. Diese Modifikationen umfassen auch
Veranderungen in der Expression kurzer nicht-kodierender RNAs, bekannt als microRNAs
(miRNA), welche die Expression ganzer Gennetzwerke kontrollieren. Wir konnten zeigen, dass die
Modulierung des miRNA Expressionsprofils in MSZ zum Auftreten von Krebsstammzellen (KSZ)
im Ewing-Sarkom fiihrt. Krebsstammzellen stellen wohl die treibende Kraft hinter den meisten
Krebserkrankungen dar; dies aufgrund ihrer Fahigkeit zur Selbsterneuerung und zur Generierung
differenzierterer Krebstochterzellen, die den Grossteil des Tumors ausmachen. KSZ teilen sich
normalerweise langsam und werden deshalb relativ wenig durch gangige Krebstherapien
geschadigt, welche darauf abzielen, sich rasch teilende Zellen auszuschalten. Wir benutzen nun
ahnliche Ansatze, um die Pathogenese anderer Sarkome zu untersuchen.

Ergebnisse nach dem dritten Jahr

Im 2014 haben wir in der Sarkomforschung fiinf Hauptziele verfolgt:

Das erste war die Vollendung unserer Arbeit auf dem Gebiet der Ewing-Sarkomtherapie,
insbesondere die Untersuchung einer kombinierten Behandlung, bestehend aus einer gezielten
Therapie zur Ausmerzung der Krebsstammzellen und einer klassischen Therapie zur Beseitigung
der Tumorzellmasse. Wir haben friher zeigen kdnnen, dass Enoxacin die microRNA Expression
in Krebsstammzellen wiederherstellen und diese Zellen so zur Differenzierung und damit zum
Verlust ihrer Selbsterneuerungs- und Tumorinitiationseigenschaften fihren kann. Auf Grund dieser
Ergebnisse haben wir die Auswirkung einer Enoxacin/Doxorubicin-Kombination auf primére Ewing
Sarkom-Xenografte in immununterdriickten Mausen untersucht. Wir konnten zeigen, dass eine
kombinierte Anwendung von Enoxacin und Doxorubicin (die der gangigen Chemotherapie beim
Ewing-Sarkom zugrunde liegt) bei der Tumorbekdmpfung viel wirksamer ist als die Behandlung mit
dem einen oder anderen Medikament alleine. Da Enoxacin schon lange fiir die Behandlung von
Infektionen zugelassen ist, planen wir nun, klinische Studien zur kombinierten Therapie beim
Ewing-Sarkom durchzufihren. Unsere Arbeit zur Kombinationstherapie wurde kirzlich in Cancer
Research publiziert (siehe unten).
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Unser zweites Forschungsgebiet befasst sich ebenfalls mit dem Ewing-Sarkom und beinhaltet eine
umfassende Charakterisierung epigenetischer Verdnderungen, die den KSZ-Phanotyp
vorantreiben oder erhalten. Wir haben Krebsstammzellen aus mehreren Proben von primaren
Ewing-Sarkomen isoliert und haben nun begonnen, mittels Chromatin-Immunprézipitation und
anschliessender Sequenzierung (ChlP-seq) eine systematische Analyse der
Histonveranderungen, die Krebsstammzellen von der Tumormasse unterscheiden, durchzufihren.
Damit méchten wir epigenetische Mechanismen identifizieren, die zur Erhaltung und, zuséatzlich zu
den Veranderungen in der miRNA-Reifung, zum spezifischen Verhalten von KSZ fuhren. Im
vergangenen Jahr haben wir in Zusammenarbeit mit dem ehemaligen MD-PhD Studenten Nicolo
Riggi Mechanismen identifiziert, die dazu fihren, dass das EWS-FLI-1 Fusionsprotein sowohl als
Induktor als auch als Repressor der Expression ausgewahlter Gene fungiert und so direkt zur MSZ-
Reprogrammierung beitragen kann. Diese Ergebnisse wurden in Cancer Cell publiziert (siehe
unten).
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Unser dritter Forschungszweig befasst sich mit der Auswirkung der Expression von mit anderen
Sarkomen assoziierten Fusionsgenen in menschlichen mesenchymalen Stammzellen von
Erwachsenen und Kindern. Mehrere dieser Fusionsgene wurden schon erfolgreich in MSZ
exprimiert. Wir haben nun eine systematische Analyse der veranderten Expressionsprofile von
Genen und microRNA als Antwort auf ihre Expression in Angriff genommen. Dies hat zur
Untersuchung der Pathogenese des Synovialsarkoms gefiihrt, einem sehr aggressiven Tumor. Die
Krankheit tritt vor allem bei jungen Erwachsenen auf und ist mit einer chromosomalen
Translokation verbunden, durch welche das SYT-SSX Fusionsgen entsteht. Das durch SYT-SSX
kodierte Fusionsprotein verhalt sich wie ein Transkriptionsregulator, dessen Wirkungsweise jedoch
noch unbekannt ist. Wir haben nun Hinweise, dass SYT-SSX den Wnt-Signalweg selektiv aktiviert.
Nebst der Regulierung der Zellproliferation spielt dieser Signalweg auch in der Bestimmung der
Zellpluripotenz eine Schlisselrolle und tréagt so zur Erhaltung der MSZ bei. Wir beginnen nun, die
molekularen Mechanismen, durch die SYT-SSX die Wnt-Signalisierung beeinflusst und so das
Uberleben der Synovialsarkomzellen und die Tumorinitiierungsfahigkeit sichert, zu verstehen.

Die vierten und finften Forschungsrichtungen befassen sich mit der Analyse der
Tumorzellheterogenitat und den Tumor-Wirt-Interaktionen in Sarkomen, die nicht mit definierten
chromosomalen Translokationen assoziiert sind. Mittels ChlP-seq und RNA-seq an primaren
Tumorzellen untersuchen wir myxoide Fibrosarkome und Leiomyosarkome und bestimmen die
Zusammensetzung des Tumorstromas in beiden Tumorarten.
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FONDS

FONDS ,TRANSLATIONALE FORSCHUNG - KREBSIMMUNTHERAPIE®
Optimierung von T-Lymphozyten fur die Langzeit-Kreb stherapie

Dieser aus einer privaten Schenkung stammende Fonds im Umfang von CHF 235'000.- wurde im
Juni 2013 fur zwei Jahre vergeben
Er wurde der Forschungsgruppe von Dr Nathalie Rufer (LICR@UNIL) zugesprochen

Einflhrung

Die Krebsimmuntherapie hat zum Ziel, die kdrpereigenen Immunzellen in einer sehr spezifischen
Weise gegen Tumorzellen zu mobilisieren. Immunantworten gegen Tumore stitzen sich
hauptsachlich auf T-Zellen, die sich durch das Vorhandensein von tumorspezifischen TCR (T-Zell-
Rezeptoren) auszeichnen. Diese Zellen sind in der Lage, maligne Zellen spezifisch zu erkennen
und zu zerstéren. Therapeutische Strategien, die auf der Ubertragung von natirlichen,
tumorspezifischen T-Zellen beruhen, haben sich als klinisch erfolgreich erwiesen und zeigen
zudem nur begrenzte Toxizitat. Leider ist die klinische Wirksamkeit dieses Ansatzes durch die
Schwierigkeit, stark tumorreaktive und langlebige T-Zellen fiir jeden Patienten zu erhalten,
begrenzt.

Ziele

T-Zell-Modifizierung, bei der eine grosse Anzahl von tumorspezifischen T-Zellen generiert werden
kann, wurde als Alternativstrategie entwickelt. Molekulare Veranderungen von T-Zellen durch
Gentransfer optimierter, tumorspezifischer TCR vor ihrer Ubertragung in den Patienten kénnten die
klinische Wirksamkeit erhdhen. Dartber hinaus bietet dieser Ansatz die Moglichkeit, T-Zell-
Untergruppen mit besserem Gedachtnispotenzial auszuwahlen, um eine effiziente und
langanhaltende Antitumorreaktion zu erzielen.

Immunisierung mit Lebendvirusimpfstoffen vermittelt lebenslangen Schutz und ist mit der
Entwicklung langlebiger Gedé&chtnis-T-Zellen verbunden. Das vorliegende Projekt der ISREC
Stiftung zielt auf die Untersuchung der Realisierbarkeit und der Vorteile impfstoffspezifischer T-
Zellen, die optimierte tumorspezifische TCR koexprimieren. Unsere Hypothese ist, dass solche
dualspezifische (Antiimpfstoff-Antitumor-) T-Zellen, die impfstoffinduziert ein langlebiges
Gedéachtnispotential besitzen, schitzende und langanhaltende Antitumorreaktionen hervorrufen
kénnten (siehe Abbildung).

Ergebnisse

Wir untersuchen die Realisierbarkeit dieses Ansatzes durch die eingehende Charakterisierung von
in vitro entwickelten T-Zellen mit dualer (antiimpfstoff und antitumor) Spezifitat. Flr dieses Projekt
haben wir T-Zellen gegen das Gelbfiebervirus ausgewahlt, die in vivo spontan ein grosses
Gedéachtnispotential aufweisen. Wir haben die Anreicherung und die Kulturbedingungen sowie das
TCR-Gentransferverfahren der gelbfieberspezifischen T-Zellen optimiert. Wir konnten ebenfalls
dualspezifische T-Zellen entwickeln, die beide TCR tragen und sowohl Antivirus- als auch
Antitumoraktivitdt besitzen. Wir haben auch eine Reihe von Techniken entwickelt, um den
Phanotyp und die Funktion dieser T-Zellen genau zu charakterisieren, mit besonderem
Schwerpunkt auf ihrer Antitumorkapazitét und ihrem Uberlebenspotential.
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A. Virus-Impfung B. Modifikation & Transfer von Dual-spezifischen T Zellen C. Auffrischungs-Impfung
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Prinzip und Verfahren dualspezifischer T-Zellen, zur Entwicklung einer langfristigen Immuntherapie gegen
Krebs. (A) Virusspezifische T-Zellen werden zunéachst in vivo durch Patientenimpfung mit einem lebenden und
abgeschwéchten Virus erzeugt. (B) Als nadchstes werden impfstoffspezifische T-Zellen ex vivo gentechnisch
modifiziert, um einen optimierten Antitumor-TCR zu koexprimieren, und werden danach in den Patienten zuriick
transferiert. (C) Eine Antivirusauffrischungsimpfung, die die Expansion der dualspezifischen T-Zellen in vivo
stimuliert, kann verwendet werden, um die therapeutische Wirkung zu potenzieren.

Perspektiven

Wir planen in Zukunft, aus einer Gruppe mit Gelbfieber-impfung behandelter gesunder Spender,
weitere T-Zellen zu isolieren und zu modifizieren. Dabei soll eine Reihe von affinitatsoptimierten
TCR verwendet werden, um die optimale Affinitdt / Erkennung von Antitumor-TCR in einem
impfstoffspezifischen Kontext zu bestimmen. Anschliessend werden wir auch den therapeutischen
Nutzen der Verwendung von gentechnischen Gedachtnis-T-Zell-Untergruppen, die aufgrund ihres
langfristigen Gedachtnispotentials ausgewahlt wurden, untersuchen.

Insgesamt hat das Projekt die Umsetzung neuer Strategien zum Ziel, bei denen modifizierte
Antitumor-T-Zellen mit optimaler Aktivitat und langanhaltendem Gedéachtnispotential entwickelt
werden. Die Erkenntnisse aus diesem Projekt kdnnen somit zu einer Verbesserung auf T-Zell-
basierter Antikrebstherapien beitragen.
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FONDS

FONDS "GRUNDLAGENFORSCHUNG"
Analyse der genomischen Instabilitdt von normalen Z ellen und Krebszellen
ex vivo

Zusammenarbeit zwischen der EPFL und dem Universitatsspital Genf

Dieser aus einer Schenkung der ,Fondation de Bienfaisance Pictet* stammende ,zweckgebundene
Fonds" im Umfang von CHF 100°‘000.- pro Jahr wurde im September 2014 fiir eine Dauer von drei
Jahren vergeben

Forschungslabore des Prof. Joerg Huelsken , (EPFL/SV/ISREC)

Einleitung

Eines der wichtigsten Unterscheidungsmerkmale zwischen normalen und Krebszellen ist das
vermehrte Auftreten genomischer Instabilitdt. Eine solche genomische Instabilitat gilt als wichtiger
Faktor fur die Krebsentwicklung, da die kontinuierliche Erzeugung genomischer Veranderungen
eine stete Auswahl an Krebszellvarianten ermdglicht. Diese stellt die Voraussetzung fur die
Evolution von immer schneller wachsenden Zellen und fur die Entstehung therapieresistenter
Krebszellen dar. Es gibt mehrere Arten der genomischen Instabilitdét. Chromosomale Instabilitéat
bezieht sich auf Verdnderungen in der Chromosomenstruktur und -zahl und kann in fast allen
Krebsarten gefunden werden. Eine andere Art der genomischen Instabilitét beinhaltet das
Auftreten von Punktmutationen (Veranderungen einzelner Nukleotiden der DNA).

Einige Krebsarten sind durch die Anwesenheit von vererbbaren Mutationen in DNA-
Reparaturgenen gekennzeichnet. Diese Krebsarten akkumulieren Punktmutationen mit einer sehr
hohen Rate, machen aber nur einen geringen Bruchteil der Krebsbelastung beim Menschen aus.
In den meisten Krebsarten sind diese DNA-Reparaturgene nicht mutiert. Dementsprechend war
von einigen Wissenschaftlern postuliert worden, dass genomische Instabilitdt auf der Ebene der
Punktmutationen keine Rolle bei der Krebsentstehung spielt. Die Vertreter dieser Ansicht
argumentieren, dass die in menschlichen Krebserkrankungen beobachteten Mutationen lediglich
die hohe Anzahl von Zellteilungen, die Krebszellen durchlaufen haben, und die damit
einhergehende natirliche Mutationsrate, widerspiegeln. Nach dieser Ansicht hatten auch sehr
schnell replizierende, normale Zellen bei gesunden Personen vermehrt Punktmutationen in ihrem
Genom. Da diese normalen Zellen bisher nicht in ausreichender Anzahl isoliert werden konnten
um ihr Genom zu sequenzieren, war es jedoch noch nicht mdglich, ihre Mutationslast zu ermitteln.

Bisherige Resultate

Unsere jlngste Sequenzierungsstudie von Kolonadenomen hat eine Mutationsbelastung
aufgezeigt, die gut mit der Grosse (und damit mit dem Alter) des Tumors korreliert. Dieses Ergebnis
legt nahe, dass Kolonadenome, eine Krebsvorstufe, Punktmutationen mit einer héheren Rate als
normale Zellen akkumulieren (etwa 200-fach hdher). Wenn dies so stimmt, kénnten verschiedene
Mechanismen in Frage kommen, um eine ) -

solche genomische Instabilitatsrate zu F |« J-r 0 TSR SEEETEAY 00 L
erklaren. Ein Mechanismus kénnte darauf * : W |y [ iy
beruhen, dass vermehrt Probleme bei der
Reparatur von DNA-Schaden im
Zusammenhang mit  Einzelstrang-DNA
auftreten. Normalerweise ist DNA in einer
Doppelstrangform, welche Reparaturen
erleichtert, vorhanden. Probleme bei der
DNA-Replikation in Krebszellen fiihren
jedoch haufig zu anhaltend getrennten DNA-
Strangen und damit zu ineffizienter
Reparatur und héheren Mutationsraten. Ein
weiterer Mechanismus, der zu hdheren
Punktmutationsraten bei Krebs-
erkrankungen fiihren kdnnte, beinhaltet die
Produktion  reaktiver  Sauerstoffspezies
(ROS), die zu erhohten DNA-Schaden
fihren kénnen. Zellteilung in einem Kolonkrebsgewebe.
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Forschungsziele

Wir schlagen nun vor, zwei wichtige Fragen anzugehen, die im Mittelpunkt unseres Verstandnisses
der menschlichen Krebsentwicklung und der Entstehung von Therapieresistenzen stehen:

1. Haben Krebszellen eine erhdhte Punktmutationsrate? Und wenn ja,

2. welche Mechanismen flihren zu dieser erhéhten Rate?

Um diese Fragen anzugehen, schlagen wir zwei spezifische Projekte vor:

1. Wir werden die Mutationsbelastung in normalen und Krebszellen des Kolonadenoms
bestimmen. Der Kolon ist eines der ganz wenigen Gewebe, in denen normale und Krebszellen
ahnliche Zellteilungsraten aufweisen, so dass wir hier feststellen kdnnen, ob unabhangig von
der Zellteilungsrate unterschiedliche Mutationsraten existieren.

2.  Wir werden die Mechanismen untersuchen, die zu Punktmutationen in normalen und

Krebszellen fiihren, mit einem besonderen Fokus auf dem DNA-Replikationsstress und der
ROS-Produktion.
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ORGANISATION

Die am 18. Juni 1964 gegriindete ISREC Stiftung ist

eine private, gemeinnitzige Stiftung.

Die Stiftung hat ihre Aktivitat mit der Schaffung des Schweizerischen Instituts fiir experimentelle
Krebsforschung begonnen. Heute hat sie die Aufgabe, Krebsforschungsprojekte, die den
Wissenstransfer® und die Zusammenarbeit zwischen Grundlagenforschung und klinischer
Forschung fordern, auszuwéhlen und zu unterstiitzen. Diese innovativen Projekte zielen darauf
hin, Entdeckungen in Ergebnisse zu Ubersetzen und eine positive Auswirkung auf die kiinftige
Behandlung von menschlichem Krebs zu versprechen.

Die Stiftung setzt sich aus folgenden Organen zusam

DER STIFTUNGSRAT

Der  Stiftungsrat ist das hdchste
Verwaltungsorgan der Stiftung. Er stellt die
Mittel bereit und ernennt seine Mitglieder,
diejenigen des wissenschaftlichen Rates, der
Direktion sowie der Rechnungsrevision.
Daruber hinaus verabschiedet er das
jahrliche Budget und die Jahresrechnung der
Stiftung.

Prasident

Herr Yves J. Paternot

Verwalter

Mitglieder

Frau Martine Brunschwig Graf

Okonomin, ehemalige Nationalratin,

ehemalige Regierungsratsprasidentin  des
Kantons Genf

Prof. Franco Cavalli

Reprasentant des Wissenschaftlichen Rates

Wissenschaftlicher Direktor, 10SI (Istituto
Oncologico della Svizzera Italiana,
Bellinzona)

Prof. Jean-Luc Chenaux

Rechtsanwalt

Frau Catherine Labouchére
Juristin, Abgeordnete des Grossen Rates des
Kantons Waadt

Prof. Pierre-Francois Leyvraz
General Direktor, CHUV (Centre Hospitalier
Universitaire Vaudois)

Prof. Philippe Moreillon
Vizerektor, UNIL (Universitdt Lausanne)

Prof. Didier Trono

Ordentlicher Professor, GHI (Global Health
Institute), EPFL (Ecole Polytechnique
Fédérale de Lausanne)

Prof. Thomas Zeltner
Friherer Direktor Bundesamt fir Gesundheit

men:

DER WISSENSCHAFTLICHE RAT

Der wissenschaftliche Rat setzt sich aus
international renommierten Forschern aus

verschiedenen Bereichen der Krebs-
forschung zusammen.

Prasident

Prof. Franco Cavalli

Wissenschaftlicher Direktor, 10SI (lstituto

Oncologico della Svizzera Italiana)

Mitglieder
Prof. Adriano Aguzzi
Direktor, Institut flr Neuropathologie,

Universitatsspital Zirich

Prof. Martin Fey

Direktor, Klinik und Poliklinik fir Medizinische
Onkologie, Inselspital - Universitatsspital
Bern

DIE DIREKTION

Die Direktion wahlt mit Hilfe des
Wissenschaftlichen Rates die zu
unterstitzenden Forschungsprojekte aus und
unterbreitet ihre Vorschlage dem Stiftungsrat.
Sie erarbeitet und schlagt eine Fundraising-
Strategie vor und Ubernimmt die Aufgaben,
die ihr durch den Stiftungsrat zugeteilt
werden.

Prof. Francis-Luc Perret
Direktor

DIE RECHNUNGSREVISION

Die Rechnungsrevision, deren Aufgaben
durch das Gesetz bestimmt werden, wird vom
Stiftungsrat ernannt. Sie wird fur ein Jahr
gewahlt. Das Mandat 2013 wurde Ernst &
Young SA anvertraut, einer von der
Schweizerischen Treuhand-Kammer
anerkannten Treuhand-gesellschaft.
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FINANZEN

EINNAHMEN

Die ISREC Stiftung wird im Wesentlichen durch testamentarische Verfligungen, private Spenden sowie
Ertrage aus ihrem Vermogen finanziert. Am 31. Dezember 2014 betrug das Vermogen der Stiftung rund

CHF 53 Millionen.

Summe der 2014 zugeteilten Férderungsgelder

Beitrag fur den wissenschaftlichen Nachwuchs

Stipendium ,Krebs und Immunologie*

Stipendium ,Krebs und Immunologie*

Stipendium ,Krebs und Immunologie*

Stipendium ,Krebs und Immunologie*

Stipendium ,Molekulare Life Sciences"

Stipendium ,Molekulare Life Sciences"

12 Stipendien ,International Summer Research Program*

Beitrag fur die translationale Krebsforschung

ISREC Lehrstuhl ,Translationale Onkologie*

ISREC Lehrstuhl ,Grundlagen der Onkologie*

ISREC Lehrstuhl ,Translationale Onkologie*

Fonds ,Translationale Forschung — Glioblastom*

Fonds ,Translationale Krebsforschung — Sarkom“- IGR
Fonds ,Translationale Krebsforschung — Sarkom“- CHUV
Fonds ,Translationale Forschung — Krebsimmuntherapie”

CHF 24 53'000
CHF 35 3‘000
CHF 40000
CHF 40000
CHF 40000
CHF 40000
CHF 80'000
CHF 80'000
CHF 33'000
CHF 2 100000
CHF 500‘000
CHF 500000
CHF 500000
Saldo im 2012 ausbezahlt
CHF 200000
CHF 300000

Saldo im 2013 ausbezahlt

Fonds ,Grundlagenforschung” CHF 100’000
Total 2014 empfangene Spenden, Legate, Nachlasse, e xterne Stipendien CHF 5'469'761
58 Spontanspenden von Privatpersonen CHF 174’162
16 Spenden von Unternehmen, Vereinen, Stiftungen CHF 231'500
8 Spenden fur zweckgebundene Stipendien CHF 4'359'458
84 Gedenkspenden CHF 38768
35 Legate, Nachlasse CHF 665'873
Organisationskapital CHF 38'167'717
Fondskapital (Zweckgebundene Fonds) CHF 8'181'908
Stipendien CHF 420’000
Fonds CHF 1'261'908
ISREC Lehrstiihle CHF 6'500'000
Fondskapital AGORA — Krebszentrum CHF 2'777'091
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IHRE UNTERSTUTZUNG DER ISREC STIFTUNG

EINE SPENDE LEISTEN

Projekte der ISREC Stiftung werden aus privaten Spenden, Legaten und Nachlassen von
Personen finanziert, die fiir unsere Sache empfanglich sind. lhr persénlicher Beitrag ist deshalb
von besonderem Wert fur die weitere Forderung von Krebsforschungsprojekten und die
Unterstiitzung des wissenschaftlichen Nachwuchses in der Schweiz.

Sie kdnnen unseren Auftrag auf verschiedene Weise unterstitzen:
durch eine Spende
durch die Patenschaft von Doktoranden
durch die Patenschaft von jungen Professoren, die an eine Schweizer Universitat oder
Hochschule angegliedert sind
durch die Patenschaft von Post-Doktoranden fir die Entwicklung von ausgewahlten
Forschungsprojekten auf nationalem Niveau
durch testamentarische Verfligungen

Mag sie bescheiden oder bedeutend sein, jede Spende zahlt und tragt zur Erflllung unseres
Auftrages bei.

HERZLICHEN DANK FUR IHRE UNTERSTUTZUNG

ISREC Stiftung

Rue du Bugnon 21 /1011 Lausanne

CCP 10-3224-9 IBAN CH55 0900 0000 1000 3224 9
UBS, 1002 Lausanne IBAN CH11 0024 3243 G020 3554 0
BCV, 1001 Lausanne IBAN CHO03 0076 7000 U032 9261 3

STEUERLICHE ABZUGE

Bundessteuer

Bis zu 20% des gespendeten Betrages kénnen vom Nettoeinkommen abgezogen werden, sofern
die Spende mindestens CHF 100.- betragt.

Kantonssteuer

Die auf der Homepage der Stiftung Zewo (www. zewo.ch) aufgeflhrten Informationen gelten fir
die ISREC Stiftung und alle Stiftungen mit rein 6ffentlichem Zweck.

STEUERLICHE BELASTUNG DER ISREC STIFTUNG

Die ISREC Stiftung ist von Bundes-, Kantons- und Gemeindesteuern sowie Steuern auf Spenden
und Erbschaften befreit und ist als Institution mit rein 6ffentlichem Zweck anerkannt.
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GOLDBUCH

Seit 1964 haben sehr viele Spenderinnen und Spender das ISREC unterstitzt. Mir Ihrer Subvention,
Ilhrer Spende oder lhrem Legat haben Sie der Krebsforschung geholfen. lhr Beitrag, bescheiden oder
bedeutend ist flr uns von besonderem Wert.

Daflir HERZLICHEN DANK!
Uber 500 Spenderinnen und Spender sind in unserem Spenderbuch eingetragen:

BEITRAGE VON MEHR ALS CHF 1 MILLION

Eine anonyme Spende / eine anonyme Erbschaft, Lausanne / Frau Annette B., Vevey / Frau Anne-Laurence B., Préverenges / Frau Hilda D., Colombier / Herr Dimitri D., Pully / Frau
Johannette G., Lausanne / Frau Jeanne H., Neuenburg / Helmut Horten Stiftung, Lugano / Frau Henriette H.-C., Lausanne / Herr Jean-Pierre H., St Imier / Lartek Limited, Bermudas /
Leenaards Stiftung, Lausanne / Krebsliga Schweiz, Bern / Loterie Romande, Lausanne / Frau Marie M., Marin / Porthos Stiftung, Vaduz / Frau Judith P., Lausanne / Frau Martine Monique
R., Genf / Herr Eric S., Neuenburg / Sevastopoulo Fonds, Lausanne / Herr Marc V., Lausanne / Kanton Waadt

BEITRAGE ZWISCHEN CHF. 100‘000.- UND CHF 1 MILLION

Dreiunddreissig anonyme Spenden / Kanton Aargau / Frau Charlotte B., Romanel / Frau Dina Henriette B., Vevey / Kanton Bern / Frau Adelhaid Gertrud B., Hilterfingen / Frau Elise B.,
Chailly-s/Montreux / Cableries et Tréfileries de Cossonay / Frau Jeannette C., Vevey / Frau Anne-Marie C., La Tour-de-Peilz / Frau Florence Helen C., La Tour-de-Peilz / Ciba-Geigy AG,
Basel / Copley May Stiftung, Genf / Frau Suzanne C., Prilly / Frau Ida d'A., Lausanne / Frau Simone D., Lausanne / Herr Irmgard D., Locarno / Herr Henri D., Monaco / Frau Clara D.,
Montreux / Frau Doris Ursula D., St-Sulpice / Frau Catherine D., Montreux / Herr Marcel D., Lausanne / Echec au cancer de la Broye, Payerne / Frau Elisabeth E., Genf / Frau Bertha F.,
Yverdon / Alfred Fischer Stiftung, Lausanne / Frau Lilia F., Lausanne / Kanton Freiburg und Ligue fribourgeoise contre le cancer / Frau Esmeralda G. Lausanne / Kanton Genf / Herr Louis
G., Prilly / Frau Andrée Lucienne G., Pully / Gygi- Beguin Fonds, Lausanne / Herr René H., Lausanne / Frau Elvine H., Montreux / Heskem Stiftung, Vaduz / Herr Georg Philip H., Leipzig /
Hoffman-La Roche & Co, Basel / Frau Marguerite J.-K., Lausanne / Frau Alice J., Pully / Kanton Jura / Frau Consuela K., Lausanne / Municipalité de Lausanne / Frau Marthe L., Lausanne
/ Ligue vaudoise contre le cancer, Lausanne / Frau Yvette L., Vevey / Frau Laura L., Spanien / Lardeco Stiftung, Vaduz / Pierre Louis L., Lausanne /Herr Karl Heinz M., Krienz / Frau Marie-
Louise M., Corsier / Medic Stiftung, Genf / Frau Odette M., Lausanne / Herr Roland M., Cugy / Frau Lilianne M., Lausanne / Frau Louisa M., Lausanne / Frau Marthe M., Lausanne /Frau
Denise Alice N., Neuenburg / Nestlé SA, Vevey / Kanton Neuenburg / Frau Marie-Louise P., Lausanne / Herr Franz P., Coppet / Jacqueline Petit Stiftung, Lausanne / Fondation de
bienfaisance de la Banque Pictet & Cie, Carouge Ge / Herr Pierre P., Estavayer-le-Lac / Frau Marthe P., Lutry / Frau Elisabeth P., Neyruz / Frau Louise Q., Renens / Frau Nina R., Pully /
Herr Edouard-Marcel S., Lausanne / Frau Paulette S., Denens / Herr und Frau S.-B., Siders / Frau Georgette S., Genf / Frau Rosalie S., Montreux / Kanton St-Gallen / Michel Tossizza
Stiftung, Lausanne / Fraulein Suzanne-Marie T., Payerne / Charles Veillon Stiftung, Lausanne / Frau Evelyne V., Lausanne / Frau Nina W. Lonay / Kanton Wallis / Prof. Dr h.c. René W.
(Castolin SA), St-Sulpice / Frau Gabriella Maria W., Genf / Frau Henriette W., Lausanne / Frau Mona W., Genf / Frau Gertrud Z., Miinchenstein / Herr Walther Willy Z., Montreux / Kanton
Zirich

BEITRAGE ZWISCHEN CHF. 50°000.- UND CHF. 100'000.-

Zwolf anonyme Spenden / Frau Alice A., Moutier / Frau Yvette A., Vevey / Aiuto Stiftung, Nyon / Frau Marie B., Pully / Frau Rachelle B., Montreux / Kanton Basel-Land / Herr Ernesto B.,
Genf / Frau Liliane B., Lausanne / Frau Germaine B.-R., Aubonne / Herr Giovanni B., Lausanne / Centrale Suisse des Lettres de Gages (Pfandbriefzentrale), Bern / Frau Violette C.,
Lausanne / Frau Alice E. C., Orbe / Herr Marcel C., Lausanne / Frau Teresa C.-R., Zirich / Frau Martine D., Lausanne / Herr Jean D., Biel / Frau Raymonde D., Morges / Frau Fernande
D.-A., Les Cullayes / Jules & Iréne Ederer-Uehlinger Stiftung, Bern / Emouna Stiftung / EY (friher Ernst & Young), Lausanne / Frau Marie E.-B., Crans-prés-Céligny / Fabrique de Cables
Electriques, Cortaillod / Frau Arlette F., Vevey / Frau Josette F., Neuchatel / Frau Dorothéa G., Lausanne / Frau Lidia G., Echallens / Frau Liliane G., Aubonne / Frau Renée H., Lausanne
/ Frau Marie Juliette Simone H., Genf / Herr Jean-Charles H., Genf / Frau Margarete J., Lausanne / Prof. Gustave J., Zirich / Frau Marie-Louise J., Renens / La Suisse Assurances,
Lausanne / Frau Hedwige Meinrada L.-G. / Cancer league Valais, Sierre/ Frau Raymonde M., Lausanne / Frau Marianne M., Lausanne / Herr Eugen M.-M., Kilchberg / Frau Andrée P.,
Lausanne / Frau Madeleine P., Bulle / Frau Gabrielle R., Aubonne / Frau Anne-Marie S., Romanel / Tetra Laval International, Pully / Frau Anne-Marie U., La Chaux-de-Fonds / Frau
Madeleine V., Les Paccots /Frau Corinne W., Lausanne / Herr Pierre Z., Lausanne

BEITRAGE ZWISCHEN CHF. 5'000.- UND CHF. 50°000.—

Achtunddreissig anonyme Spenden / Frau Marie A.-D., Lausanne / Action cancer des boulangers / Herr Georges A., Colombier-sur-Morges / Herr Emile A., Auvernier / Frau Jacqueline A.,
Lausanne / Albion House Ltd, Lausanne / Alcoa International SA, Lausanne / Dr. Etienne A., Lausanne / André & Cie SA, Lausanne / Kanton Appenzell Ausserrhoden / Association des
Cableries Suisses, Zrich / Frau Charlotte B., Prilly / Frau Yvonne Edmée B., Auvernier / Banque Vaudoise de Crédit, Lausanne / Herr Aimé B., Boudry / Frau Elisabeth B., Lausanne / Herr
Maurice B., Lutry / Baumgartner Papiers SA, Lausanne / Frau Fidela B., Clarens / Frau Mireille B., Pully / Frau Jeanne B., Romanel / Bhema Vaduz Stiftung, Neuenburg / Frau Nicky B.,
Bulle / Frau Rosa B., Cossonay / Frau Emma B., Bern / Bobst & Fils SA, Lausanne / Frau Nicole B., Lausanne / Frau Clara B., Veytaux / Frau Reina B., Prilly / Boillat SA, Reconvillier / Herr
Ulysse B., Lully / Herr Bernard B., Bournens / Frau Odile B., Lens / Borel & Barbey, Genf / Frauleine Alice et Héléne B., Lausanne / Brauchli SA, Lausanne / Frau Lucie B., La Tour-de-Peilz
/ Unternehmen Paul Bucher, Basel / Frau Dorothée B., La Chaux-de-Fonds / Herr Louis B., Pully / Caisse d'Epargne du District de Cossonay / Herr Stefan C., St-Légier / Frau Anne-Marie
C., Lausanne / Frau Eveline C., Ecublens / Herr Frangois C., Meggen / Herr Jean C., Bern / Frau Nelly C.-B., Prilly / Herr Frédy C., Prilly / ,Come back" des motards, Lausanne / Copycolor
SA, Renens / Fraulein Juliette C., Lausanne / Couvent de Sainte Ursule, Sion / Herr Ernest C., Villeneuve / Herr et Frau Ernest D., Echichens-sur-Morges / Fraulein Simone de M. d'A,,
Lausanne / Frau Yolande de M., Epalinges / Frau Aida de P. M., Lonay / Régie De Rham, Lausanne / Frau Lily D., Lausanne / Herr Xavier D., United Kingdom / Frau Ariane D., Genf / Frau
Livia D., Montreux / Herr Constant D., Lausanne / Herr Emile D., Chatel-St-Denis / Frau Alice D., Lausanne / Schweizerische Stiftung fiir den Doron-Preis, Zug / Fraulein Floriane du B.,
Les Ponts-de- Martel / DuBois Invest LLC, Sierre / Edouard Dubied & Cie, Neuenburg / Herr Jean D. / Herr Albert D., Vevey / Herr Armand D., Penthalaz / Ebauches SA, Neuenburg / Ecole
Hoteliére de Lausanne / Frau Marie E., Vevey / Herr Roger E., Vevey / Municipalité d' Epalinges / Etablissement cantonal d'assurances, Pully / Fabrique d'Assortiments Réunis, Le Locle /
Fabrique de Cables de Brugg / Frau Francisca F., Lausanne / Herr Ruedi F., Gumligen / Herr Pierre F., Romont / Herr Jules F., Payerne / FPH (Stiftung pour le Progrés de 'homme) ,
Lausanne / Frau Janine F., Yverdon / Frau Jacqueline F.-G., Lausanne / Galenica SA, Bern / Frau Genifer G., La Tour-de-Peilz / Herr Mario G., Stafa / Fraulein Germaine Marie G., La
Tour-de-Peilz / Herr Patrice G., St-Sulpice / Herr Roger G., Lonay / Kanton Glaris / Golay-Buchel & Cie, Lausanne / Frau Violette G., Lausanne / Herr Johannes G., Lausanne / Grande
Kermesse de la jeunesse pour la lutte contre le cancer, Genf / Frau Hilda G., Morges / Herr Daniel G. / Herr Frangois G., Lausanne / Herr Gérard H., Les Diablerets / Louise Helferich
Fonds, Lausanne / Herr Gustav H.-M., Schaffhausen / Sources Minérales Henniez / Frau Violette H., La Tour-de-Peilz / Fraulein Marguerite H., Lausanne / Frau Yvette H., Lausanne / Herr
Ernst H., Biel / Frau Maryléne P., Lausanne / Frau J. H., Genf / Frau Claire-Marguerite H., Genf / Herr Heinz 1., Lausanne / Imprimeries Réunies SA, Lausanne / Integra Biosciences AG,
Wallisellen / Interfood SA, Lausanne / Frau Ginette 1., Pully / Ingeni AG, Lausanne / Herr Olivier J. G., Lausanne / Frau Joséphine J., Siders / Frau Germaine J., Renens / Herr Hermann J.,
Ste-Croix / Juchum Stiftung / Frau Elizabeth J., Montreux / Frau Suzanne J., Frankreich / Frau Betty K., Genf/ Idryma Georges Katingo Lemos Stiftung, Lausanne / Frau Alice K., Grandvaux
/ Frau Rose K., Crans-prés-Céligny / Kodak SA, Lausanne / La Baloise Assurances, Basel / La Boutique d'Occasions, Lausanne / La Genevoise Assurances, Genf / Herr Charles-Edouard
L., Glion/ Herr und Frau L.-S., Lausanne / Herr Roger L., Lausanne / Frau Sandra L.T., Lausanne / Frau Alice L., Payerne / Leclanché SA, Yverdon / Lemo SA, Ecublens / Herr Jean-Pierre
L., Bournens / Frau Connie E.F. L., Zirich / Ligue genevoise contre le cancer, Genf/ Ligue tessinoise contre le cancer, Locarno / Lo-Holding Lausanne-Ouchy SA, Lausanne / Frau Marcelle
L.-H., Montreux / Frau Emilie L.-M., Lausanne / Frau Jane L., Lausanne / Herr Hans L.-B., Hasle b. Burgdorf / Frau Patricia M., Basel / Herr J.-M. M., Lausanne / Frau Rachel M., Vevey /
Frau Alice M., Chateau d'Oex / Frau Francis M., Lausanne / Frau Marie-Claire M., Lausanne / Ernest Matthey Stiftung, Pully / Herr Pierre M., Lausanne / Frau Viviane M., Corseaux /
Metalwerke AG, Dornach / Herr Roland M., Grandvaux / Frau Marthe M.-M., Montreux / Frau Léonie M., Lausanne / Migros Genossenschafts-Bund, Zirich / Herr Frangois M., Lausanne /
Frau Suzanne M., Renens / Frau Nelly M., Rossiniere / Frau Charlotte M., Chavornay / Frau Angela N.-W., Bern / Frau Monique N., Vandoeuvres / Nutresco SA, Penthalaz / Frau Marie
0.-C., Lausanne / Herr Daniel O., Villars-sous-Yens / Payot SA, Lausanne / Herr Georges P., Morges / Herr Jean P., Lausanne / Herr René P., Lausanne / Philipps AG, Zirich / Dr. Suzanne-
Marie P.-R., Lausanne / Frau Ida P., Olens-sur-Lucens / Frau Mireille P., Pully / Frau Rose-Marie P., St-Aubin-Sauges / Herr Emile P., Oron / Herr Jules Emest P., Orbe / Frau Elsy P.,
Pully / Frau Jeanne P., Freiburg / Publicitas SA, Lausanne / Ramelet SA, Lausanne / Frau Angele R., Payemne / Herr Hansueli R., Bern / Herr Alfred R., Aubonne / Renault Finance SA,
Lausanne / Rentenanstalt, Zurich / Retraites Populaires, Lausanne / Frau Alice R., Lausanne / Frau Anne R., Lausanne / Herren Alain & Jean-Daniel R., Bern / Herr und Frau Hans &
Hildegard R., Mettmenstetten / Montres Rolex SA, Genf / Rotary Club, Lausanne / Ritli Stiftung, Luzern / Sagrave SA, Lausanne / Herr und Frau David & Barbara S., Genf / Sandoz SA,
Basel / Frau Jeanne S., La Conversion-sur-Lutry / Herr Carlo S., Montreux / Herr G.A. S., Lausanne / Scheuchzer SA, Lausanne / Herr Robert Charles S., Laupen / Herr Paul-R. S,
Lausanne / Frau Lucie S., Lausanne / Frau Clémence S., Lausanne / Frau Béatrice S., Pully / Frau Marguerite S., Lausanne / Herr Olivier S., Rolle / Sicpa SA, Prilly / Siemens-Albis AG,
Zurich / Skilift Parsenn-Furka Klosters AG, Davos Platz / Sobrate Stiftung, Lausanne / Société de couture, Savigny / Société de Réassurances, Zirich / Société des Chaux & Ciments de la
Suisse Romande, Lausanne / Société Romande d'électricité, Clarens / Soroptimist International - Union Suisse, Grandvaux / Herr und Frau Joseph S.-G., Laufen / Frau Marie S. / Gemeinde
St-Sulpice / Frau Cécile S., St-Prex / Supra (SVRSM), Lausanne / In erinnerung an Frau Marie-Jeanne S., Mont-sur-Rolle / Frau Suzanne S., Lausanne / Team Girard, Puidoux / Fraulein
Jeanne T., Lausanne / Herr Jean T., Ste-Croix / Herr Albert T., St-Saphorin-sur-Morges / Troph&e Ago, Lonay / Herr Georges T., Lausanne / Herr Alain T., Bex / Frau Antoinette T., Nyon /
Frau Anne-Marie U., La Chaux-de-Fonds / Kanton Uri / Frauleine Charlotte & Hildegard V., Davos / Frau Rosa V.-J., Lengnau / Herr Benjamin V., Cully / Vaudoise Assurances, Lausanne
| Frau Constance V., Le Mont-sur- Lausanne / Frau Cosette V., Givrins / Verrerie de St-Prex SA / 24 Heures Presse, Lausanne / Frau Paulette V., Auvernier / Frau Nelly-Henriette V.,
Villeneuve / Frau Andrea V.D., Monthey / Wander SA, Bern / Frau Emmy W., St-Sulpice / Frau Lyana Elizabeth W., Montreux / Herr Jacques W., Lausanne / Winterthur Assurances, Zirich
/ Geneviéve W., Le Mouret / Zellinvest SA, Genf / Zyma SA, Nyon
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DANKSAGUNG

Allen unseren Spendern danken wir fiir ihren in diesem Jahr
geleisteten Beitrag. Ohne diese Unterstiitzung hatten unsere

Projekte nicht verwirklicht werden konnen.

Fir ihr treues Engagement mochten wir auch speziell Frau Aylin Niederberger, Generalsekretarin,
Frau Virginie Porret, Kommunicationsassistentin, sowie unseren Botschaftern Herrn Didier Grobet
und Herrn Jiirg Karle danken.

Sie alle haben zur Entwicklung und zum Erfolg unserer Stiftung beigetragen.

Wir sind ihnen dafur sehr verbunden.

Yves J. Paternot, Prasident und Francis-Luc Perret, Direktor

Bearbeitung Virginie Porret
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