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Direktor: Prof. Dr. med. Hans Heinrich Kreipe

Forschungsprofil

Die 3 Forschungsschwerpunkte des Instituts fiir Pathologie der MHH lassen sich einem Bereich
Methodenentwicklung und zwei durch Organsysteme und ihre Erkrankungen definierten Bereichen
zuordnen. Der Bereich Methodenentwicklung vereint die spezifische Kompetenz der Pathologie hin-
sichtlich Gewebezugang, Gewebeasservierung und mikroskopischer Analyse mit neuen Verfahren der
biomedizinischen Forschung. Hierzu gehéren die Kombination von Lasermikrodissektion komplexer
Gewebe mit quantitativer PCR, mi-RNA-Array, Methylierungsanalysen, Massenspektrometrie von
Peptiden und Matrix-CGH; ferner die In-situ Hybridisierung und die Erzeugung von ,Tissue-Arrays”.
Kooperationen mit anderen Abteilungen der MHH und in Forschungsverbiinden basieren vor allem
auf diesen innovativen methodischen Ansétzen der Gewebeanalyse (z.B. Forschergruppen Leberzell-
karzinom, Lungentransplantation, Protokollbiopsie-Programm der Nephrologie). Die beiden weiteren
Bereiche sind durch Organsysteme und ihre Erkrankungen vorgegeben, in denen das Institut eine
besondere diagnostische Kompetenz mit Untersuchungen zur Pathogeneseforschung und der klinischen
Pathologie verkniipft. Hierzu gehéren das Knochenmark (Konsiliarpathologie, Referenzinstitution fir
die Deutsche CML Studie und andere Therapiestudien) und die Mamma (Konsiliarpathologie, Refe-
rent zum Mammakarzinom in der Internationalen Akademie fiir Pathologie, Referenzpathologie im
Mammographie-Screening Programm).

Forschungsprojekte

Neue Stammzelldefekte in Philadelphia-Chromosom negativen chronischen myeloproli-
ferativen Erkrankungen

Die Philadelphia-Chromosom negativen chronischen myeloproliferativen Erkrankungen (Ph- CMPE) sind
klonale Stammzellerkrankungen, die sich durch die autonome Proliferation mindestens einer der bluthil-
denden Zellreihen des Knochenmarkes auszeichnen. Sie umfassen neben der Polyzythdmia vera (Pvera),
der essentiellen Thrombozythémie (ET) und der chronischen idiopathischen Myelofibrose (CIMF) als
haufigste Entitaten auch seltenere Subtypen (chronische Eosinophilen-Leukamie/hypereosinophiles
Syndrom, chronische Neutrophilen-Leukamie). Neben dem differenten hamatopathologischen Phano-
typ ist auch die Prognose, die durch die mdgliche Transformation in eine akute Leukamie oder durch
Ausbildung einer Myelofibrose bestimmt wird, in den einzelnen Subtypen unterschiedlich. So zeigt die
ET im Vergleich mit der Pvera und der CIMF nur sehr selten die Ausbildung einer Knochenmarkfibrose,
die Transformation in eine akute Leukdmie ist in der Pvera und CIMF ebenfalls héher als in der ET.
Auch wegen der unterschiedlichen Prognose ist eine genaue Abgrenzung der Entitdten nétig, die
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aber im Gegensatz zum Vollbild der Erkrankung bei friihen Formen der Ph- CMPE Uberlappungen im
Phanotyp zeigen kdnnen und eine definitive Diagnose teilweise erst im Verlauf erméglichen.

Im Gegensatz zur chronischen myeloischen Leukamie (CML), die mit dem Philadelphia-Chromosom
und dem bcr-abl-Fusionsgen einen diagnostischen Marker und ein therapeutisches Target aufweist,
konnte bis in die jingste Vergangenheit bei den Ph- CMPE kein wesentlicher Fortschritt in der Aufde-
ckung von Pathomechanismen gemacht werden, die die autonome Proliferation kausal erklaren konn-
ten. Obgleich die Entdeckung der Uberexpression vom PRV-1 — Gen oder eine verringerte Expression
des Thrombopoietin-Rezeptors (Mpl) zundchst exklusiv in der P. vera entdeckt wurden und Hoffnungen
auf diagnostisch und pathogenetisch relevante molekulare Marker weckten, zeigten weitergehende
Studien diese Aberrationen auch in der ET und CIMF. In der Pathogenese der Myelofibrose dieser
Erkrankungen konnten auch im Rahmen eigener Untersuchungen abweichende Expressionsparameter
Fibrose assoziierter Wachstumsfaktoren und Rezeptoren identifiziert werden, die aber nicht fir einen
Subtyp spezifisch waren und Hinweise auf den Beginn einer progressiven Knochenmarkfibrose lieferten.
Auch die Identifizierung relevanter Marker, die eine beginnende Transformation in den Ph- CMPE
anzeigen konnten, ist zur Zeit noch Gegenstand von Untersuchungen.
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Tab. 1

Die im Friithjahr 2005 publizierte Entdeckung einer somatischen Punktmutation in der cytoplas-
matischen Tyrosin-Kinase Janus Kinase 2 (JAK2) in Uber 90% der Patienten mit P. vera und in 50
— 60 % der Patienten mit ET und CIMF war dann ein wesentlicher Durchbruch in der Aufdeckung
eines wichtigen Pathomechanismus in diesen Erkrankungen. Die in der sogenannten Pseudo-Kinase-
Doméne JH2 identifizierte Punktmutation (G1549T) mit der Aminosauresubstitution V617F behindert
offensichtlich durch den Einbau der volumindsen Aminosaure Phenylalanin die Interaktion dieser
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Domane mit der katalytischen Domane JH1 des Enzyms. Da die JH2-Domane ihre autoinhibitorische
Kontrolle Uber die Kinaseaktivitat nicht mehr ausiiben kann, folgt die konstitutive Aktivitat von
JAK2 mit Phosphorylierung von Downstream-Effektoren wie z.B. STATS, die widerum das Signal
zur Proliferation der betroffenen Zellen senden. Da JAK2 als rezeptor-assoziierte Kinase mit einer
Reihe von Wachstumsfaktor- und Cytokin-Rezeptoren (z.B. Epo-R, Mpl, GM-CSF) interagiert, ist der
Effekt der konstitutiven Aktivitat fiir die Himatopoese und Aushildung der klonalen Proliferation von
wesentlicher Bedeutung. Allerdings zeigten Klonalitdtsanalysen via XCIP oder mit Surrogatmarkern
wie der del(20q), dass nicht in allen Zellen der klonalen Population die JAK2 (V617F) detektierbar
war. Somit ist davon auszugehen, dass diese Mutation nicht die initiale Aberration (,,first hit”) in
Ph- CMPE darstellt, sondern sich auf dem Boden einer bestehenden chromosomalen Instabilitdt und
defekter Reparaturmechanismen als molekularer Folgedefekt prasentiert. Dieser ist aber, durch die
Daten der in vitro- und in vivo- Experimente (iberzeugend dargestellt, relevant fiir die Proliferation
der hamatopoetischen Zellen ohne adaquaten Wachstumsstimulus.
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Fir die molekularpathologische Diagnostik ist der Nachweis der JAK2 (V617F) — Mutation von
entscheidender Bedeutung. Insbesondere die Abgrenzung der sekundaren (reaktiven) Myeloprolifera-
tionen von den Ph- CMPE ist von diagnostischem Wert. So zeigen ausgepragte reaktive Polyglobulien
nicht nur klinisch, sondern auch histologisch durchaus Merkmale einer P.vera. Der Nachweis von JAK2
(V617F) in einer solchen suspekten Myeloproliferation ist dabei beweisend fiir ihre neoplastische
Natur. Wenn bei hdmatopathologisch sicherer Ph- CMPE, wie in ET und CIMF, die JAK2-Mutation
in bis zu 50 % der Falle nicht geflhrt werden kann, schlieBt der negative Nachweis die Erkrankung
nicht aus. Bei positivem Nachweis ist die Aussagekraft definitiv (eigenes repréasentatives Kollektiv und
Mutationshaufigkeit in Tab. 1a + 1h).

Der bei Diagnosestellung geflihrte Nachweis der JAK2-Mutation erlaubt in Analogie zum mole-
kularen Monitoring von bcr-abl in der CML grundsatzlich auch die Quantifizierung des Anteils der
Haufigkeit der mutierten Allele bei/nach therapeutischer Intervention (z.B. peglFN- -2a bei der P.
vera, Knochenmarktransplantation bei der CIMF) und damit den Therapieerfolg. Der von uns initial
angewendete und publizierte Nachweis der JAK2 (V617F) — Mutation mittels einer qualitativen
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Restriktionsanalyse in Zellen des Knochenmarktrepanats oder peripheren Blutzellen wurde ausge-
dehnt auf eine quantitative Analyse mittels eines Pyrosequencing-Assays, der mittlerweile neben der
allel-spezifischen PCR als das state-of-the-art Instrument zum Nachweis und Monitoring bei JAK2
angesehen wird. So lassen sich die Anteile der JAK2-mutierten Allele sowohl auf DNA als auch auf
mRNA-Ebene im Verlauf einer Ph- CMPE untersuchen (Tab. 1 ¢, Abb. 1).

Die genannten Detektionsmethoden bieten neben der diagnostischen Potenz auch die Mdglichkeit,
definierte Zelltypen der Ph- CMPE auf ihren JAK2-Status zu untersuchen. Nach den Daten der Prota-
gonistenstudien konnten auch wir die somatische Natur der JAK2 (V617F) — Mutation ausnahmslos
reproduzieren. Auch in Familien, in denen Verwandte 1° Grades sowohl am gleichen Subtyp einer
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Ph- CMPE erkrankten und zusatzlich die JAK2-Mutation zeigten, konnte durch Zelltyp spezifische
Analyse der Wildtyp von JAK2 in isolierten epithelialen Zellen des Gastrointestinaltraktes nachgewiesen
werden. Welche Mechanismen in Familien mit JAK2 (V617F) mutierten Ph- CMPE eine Rolle spielen,
bleibt Gegenstand aktueller Untersuchungen. Es zeigte sich allerdings die Tendenz, dass in den JAK2-
mutierten Familien unterschiedliche Zellreihen von der Mutation betroffen sein kénnen. So offenbarten
sortierte Blutzellen bei Mutter und Tochter mit P.vera eine unterschiedliche Alteration von Zellen der
Granulopoese in der Mutter (JAK2 — V617F) und den Granulozyten der Tochter (JAK2—-Wildtyp).
Diese Daten korrespondieren mit den von uns und anderen Arbeitsgruppen erhobenen Ergebnissen,
dass die JAK2 (V617F) - Mutation sowohl in einem Individuum als auch in den differenten Ph- CMPE
offensichtlich auf unterschiedlichem Niveau von Vorlauferzellen erworbenen werden kann. So wurde
in den ersten Studien zur Natur der JAK2-Mutation eine Beteiligung der lymphoiden Reihe praktisch
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ausgeschlossen, diese aber durch zelllinienspezifische Untersuchungen des peripheren Blutes und
Knochenmarkes widerlegt. So kdnnen z.B. auch B- und T-Lymphozyten die Mutation tragen. Ob
Stromazellen des Knochenmarks (Osteoblasten, Endothelien) auch die JAK2-Mutation tragen, wird
gegenwartig in der Arbeitsgruppe untersucht.

Die Allelhdufigkeit und der Zelltyp, der die JAK2-Mutation tragt, ist in den Subtypen der Ph- CMPE
offensichtlich unterschiedlich. In einer von uns publizierten Arbeit zum Anteil mutierter Allele in laser-
mikrodissezierten Megakaryozyten in Ph- CMPE konnten wir zeigen, dass in der ET die Megakaryozyten
die pradominante Zellpopulation im Vergleich zu anderen Reihen darstellen, und dass sich dabei
die Allelhdufigkeit gegenliber der Pvera und der fortgeschrittenen CIMF unterscheidet. Der Anteil
homozygot mutierter Megakaryozyten in fortgeschrittener CIMF ist dabei deutlich héher als in der
ET. Wir gehen in Zusammenschau mit anderen Studien davon aus, dass die geringere ,gene dosage”
der JAK2-Mutation in der ET insgesamt auch durch den geringeren Anteil betroffener Zellreihen in
dieser Entitdt zu erkldren ist (Abb. 2).
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Fiir die Pathogenese der Myelofibrose scheint die JAK2-Mutation keine kausale Rolle zu spielen.
In eigenen Untersuchungen und Publikationen, die sich auf die Analyse von Verlaufsbiopsien von
Ph- CMPE mit prospektiver Myelofibrose konzentrierten, zeigte sich bei aberranter Expression von
Komponenten der extrazelluldren Matrix und assoziierter proteolytischer Enzyme keine Korrelation
zum JAK2-Status. Im Langzeitverlauf von Patienten mit CIMF, die in einem Zeitraum von 10 Jahren und
langer eine zunehmende Knochenmarkfibrose entwickelten, konnte bei Vorliegen der JAK2-Mutation
bei interindividuell unterschiedlicher ,gene dosage” zu Beginn der Erkrankung nicht zwingend eine
Dynamik in der Allelfrequenz demonstriert werden (Abb. 3). Ein ansteigende Haufigkeit mutierter
Allele (Ubergang von Heterozygotie zu Homozygotie), die durch den Mechanismus der mitotischen
Rekombination erklart wird, ist hinsichtlich des Potenzials zur Ausbildung einer Myelofibrose per se
nicht relevant.
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Fiir die Transformation in eine akute Leukamie ist die JAK2 (V617F) — Mutation in Ph- CMPE
ein moglicher Marker zur Identifizierung der Ebene involvierter Vorlduferzellen. Nach anfénglichen
Hoffnungen, mit der JAK2 (V617F) — Mutation einen relevanten, die Transformation induzierenden
Faktor gefunden zu haben, demonstrierten mehrere unabhangige Studien, dass ein nicht unerheblicher
Anteil der sekundaren akuten Leukamien, die sich aus JAK2-mutierten Ph- CMPE entwickelten, eine
Blastenpopulation ohne Nachweis der JAK2-Mutation (= Wildtyp) zeigten. Wie bereits angedeutet,
offenbarten Klonalitatsanalysen, dass der Anteil JAK2-mutierter Zellen in der klonalen Population
kleiner war als die Gesamtpopulation. Die klonale Evolution in Ph- CMPE ist demnach in vielféltiger
Weise méglich. So bedingt der Anteil mutierter Zellen die autonome chronische Myeloproliferation und
dieser Klon kann in der sekundaren Leukdmie (iber die Mutation als involviert respektive ursachlich
detektierbar sein. Ein bislang nicht naher definierter Mechanismus respektive Defekt in der pra-JAK2
(V617F) Vorlduferzelle wird aber ebenfalls unabhdngig die Transformation induzieren kdnnen. Welcher
initiale Defekt (Deletion, Insertion, Mutation) Uberhaupt erst fiir die klonale Stammzellerkrankung
verantwortlich ist, bleibt nicht nur in Ph- CMPE ungeklart. In JAK2-mutierten Fallen existieren dabei
wenigstens 2 Klone, die nebeneinander den Verlauf der Erkrankung beeinflussen. Welche weiteren
Aberrationen fiir den differenten Phanotyp in Ph- CMPE mit ein und derselben Mutation verantwortlich
sind, wird die Aufdeckung weiterer Defekte zeigen (Modell in Abb. 4).

Die erst kiirzlich entdeckte Punktmutation in der transmembrandsen Domane von Mpl (W515L),
die zur konstitutiven Aktivierung des Thrombopoietin-Rezeptors und in Analogie zur JAK2-Mutation
die autonome Proliferation der betroffenen Zellen bewirkt, ist ein weiterer Hinweis fur die Vielfaltigkeit
der molekularen Defekte. Obgleich bislang in unserem Kollektiv keine Koinzidenz von JAK2 (V617F)
und Mpl (W515L) - Mutationen nachgewiesenen werden konnte, zeigten einige Falle des Kollektivs mit
Philadelphia-Chromosom positiver CML eine JAK2 (V617F)-Mutation, die schon bei initialer Diagnose
nachweisbar war (siehe auch Tab. 1 b). In einer Kasuistik konnten wir demonstrieren, dass eine mit
dem Tyrosin-Kinase-Inhibitor Imatinib behandelte CML unter Therapie eine beginnende Myelofibrose
zeigte und eine JAK2 (V617F) — Mutation zunehmend von mitral X % auf 25 % detektierbar war. Da
die Griinde fiir die abnorm proliferierenden Megakaryozyten und z.T. als Cluster liegenden Zellen in
den Ph- CMPE und insbesondere in der CIMF ungeklart sind, untersuchen wir zur Zeit Aberrationen
in den Apoptosen dieser Zellen. Ebenfalls auf zelltyp-spezifischer Ebene quantifizieren wir differen-
zierungs-assoziierte microRNAs, von denen wir die physiologischen Level bereits kennen. Wir gehen
hier von richtungsweisenden Aberrationen in dem Spektrum beteiligter microRNAs mit Hinweisen auf
mdgliche relevante Targets und neue Pathomechanismen aus.

Projektverantwortliche: Oliver Bock, Hans Kreipe; Forderung: DFG, Deutsche Krebshilfe

Weitere Forschungsprojekte

Identifizierung Apoptose-relevanter Gene in Megakaryozyten der chronischen
idiopathischen Myelofibrose

Projektleiter: O. Bock, H.H. Kreipe, Forderung: DFG
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Pathogenetische Bedeutung der Gewebe-Transglutaminase in der Entstehung der
chronischen Transplantatnephropathie

Projektleiter: M. Mengel, 0.Bock, Hans Gwinner; Forderung: DFG

Quantifizierende Analyse megakaryozytirer Genexpression bei chronischen myelo-
proliferativen Erkrankungen mit prospektiver Myelofibrose

Projektleiter: O. Bock, H. H. Kreipe; Forderung: Deutsche Krebshilfe.

Versorgungsoptimierung fiir Frauen mit einer erblichen Belastung fiir Brust- und
Eierstockkrebs durch ergebnisorientierte Evaluation der praventiven MaBnahmen

Projektleiter: H.H. Kreipe; Forderung: Deutsche Krebshilfe (107054), Verbundprojekt mit den
Universitaten Berlin, Dlsseldorf, Dresden, Hannover, Heidelberg, Kiel, K6In/Bonn, Leipzig, Minchen,
Munster, Ulm und Wiirzburg

Aberrante DNA-Methylierungsmuster in Knochenmarkzellen prablastarer Myel-
oproliferationen

Projektleiter: U. Lehmann, H.H. Kreipe; Férderung: Deutsche Krebshilfe

Aberrierende DNA-Methylierung im HCC

Projektleiter: P. Flemming, U. Lehmann; Férderung: DFG im Rahmen der klin. Forschergruppe
.Molekulare Grundlagen und konsekutive Therapieansatze beim hepatozelluldren Karzinom” (KFO-
119/TP2)

Regulation des Wachstums- und Metastasierungspotentials von Neuroblastomzellen
durch Expression und Modifikation des neuralen Zelladhasionsmolekuiils (NCAM)

Projektleiter: Dr. M. Miihlenhoff (Koordinatorin, Abteilung Zellulare Chemie, MHH), Prof.Dr. Gliier
(Abteilung Kinderchirurgie, MHH), PD Dr. Hildebrandt (Institut fiir Zoologie, Universitat Hohenheim),
U. Lehmann (Institut fiir Pathologie, MHH); Férderung:Deutsche Krebshilfe

Kardialer in situ-Mikrochimarismus nach Herz- oder Knochenmarktransplantation

Projektleiter: U. Lehmann, M. Mengel; Férderung: Brauckmann-Wittenberg-Herz-Stiftung

Methylierungsprofile verschiedener Subtypen des Mammakarzinoms

Projektleiter: U. Lehmann

Pathomechanismen der chronischen Transplantatnephropathie. Ergebnisse aus
Protokollbiopsien nach Nierentransplantation

Projektleiter: M. Mengel, D. Jonigk, V. Brocker, H. Kreipe, Th. Becker, M. Neipp, W. Gwinner, A.
Schwarz, H. Haller: Kooperation zwischen Pathologie, Transplantationschirurgie und Nephrologie;
Forderung: Roche, Novartis, Astellas
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Pathogenetische Rolle der Gewebe-Transglutaminase in der Entstehung der chronischen
Transplantatnephropathie

Projektleiter: M. Mengel und O. Bock in Kooperation mit W. Gwinner, Abteilung Nephrologie;
Forderung: DFG (ME 2097/3-1)

Kardialer Mikrochiméarismus nach Herz- und Knochenmarkstransplantation

Projektleiter: U. Lehmann, D. Jonigk und M. Mengel; Férderung: Braukmann-Wittenberg-Herz-
Stiftung

Qualitatssicherung in der diagnostischen Immunhistochemie

Projektleiter: R. von Wasielewski, M. Mengel; Férderung: Zytomed GmbH

Redifferenzierung von Schilddriisencarcinomen - Monitoring und tierexperimentelle
Ansatze

Projektleiter: R. von Wasielewski; Férderung: Deutsche Krebshilfe

Globale Gen- und Proteinexpressionsanalysen zur Differentialdiagnostik morphologischer
Subtypen epithelialer Lebertumoren

Projektleiter: L. Wilkens, H. Kreipe, S. Schlegelberger, Klinische Forschergruppe ,Molekulare
Grundlagen und konsekutive Therapieansétze beim hepatozelluldren Karzinom” der DFG (KFO119/1),
Teilprojekt 3

Identifizierung von chromosomalen Imbalancen, insbesondere Amplifikationen, in
HCC mittels Matrix CGH

Projektleiter: L. Wilkens, S. Schlegelberger; Férderung: Deutsche Krebshilfe (Az 106100)

Referenzpathologische Begutachtung von Knochenmarkbiopsien im Rahmen der
Europaischen MDS-004-Studie

Projektleiter G. Blsche; Forderung: Celgene Corporation, U.S.A.

Globale Genexpressionsanalyse von Chondrosarkomen

Projektleiter: L. Bastian, F. Langer, H. Hoheisel
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