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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 Methodenent-
wicklung vereint die spezifische Kompetenz der Pathologie hinsichtlich Gewebezugang, Gewebeasservierung und
mikroskopischer Analyse mit neuen Verfahren der biomedizinischen Forschung. Hierzu gehéren die Kombination
von Lasermikrodissektion komplexer Gewebe mit quantitativer PCR, Low-densitiy-Expressionsarrays, mi-RNA-Array,
Methylierungsanalysen, Massenspektrometrie von Peptidenund 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 Ansatzen der Gewebeanalyse (z.B. Forschergruppen Leber-
zellkarzinom, Lungentransplantation, Protokollbiopsie-Programm im SFB 738). 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 gehdren das Knochenmark
(Konsiliarpathologie, Referenzinstitution fiir die Deutsche CML Studie und andere Therapiestudien) und die Mamma
(Konsiliarpathologie, Referent zum Mammakarzinom in der Internationalen Akademie fiir Pathologie, Referenzpathologie
im Mammographie-Screening Programm und im Konsortium erblicher Brustkrebs).

Forschungsprojekte

Etablierung der weltweit ersten lobularen Mammakarzinom-Zelllinie IPH-926

Das Mammakarzinom ist der haufigste bosartige Tumor der Frau. In Deutschland erkranken pro Jahr ca. 50.000 Frauen
am Mammakarzinom. Es verursacht etwa 20% der Krebstodesfalle bei Frauen. Trotz vielféltiger Bemihungen und
Fortschritten in der Diagnostik und Therapie konnte die Mortalitat in den letzten 30 Jahren nur geringfligig reduziert
werden. Sie liegt zurzeit bei ca. 30 pro 100.000 Frauen pro Jahr.

Nach dem histologischen Wachstumsmuster lassen sich 90% der invasiven Mammakarzinome den folgenden
zwei Typen zuordnen: invasiv-duktales und invasiv-lobuldres Mammakarzinom. Das invasiv-lobuldre Mammakarzinom
macht dabei ca. 15% aus, mit steigender Inzidenz in den letzten Jahren. Es zeichnet sich mdglicherweise durch eine
etwas bessere Prognose, aber auch durch deutlich erhéhte Tendenz zur Chemoresistenz aus. Alle zurzeit verfligbaren
und intensiv beforschten in vitro Modelle des Mammakarzinoms leiten sich vom invasiv-duktalen Mammakarzinom
ab. Deshalb starteten wir die Etablierung einer Mammakarzinom-Zelllinie, die eindeutig von einem histologisch ge-
sicherten invasiv-lobularen Mammakarzinom abstammt und mdglichst viele molekulare Eigenschaften aufweist, die
charakteristisch sind fiir das invasiv-lobulare Mammakarzinom (z.B. Positivitét fiir Steroidhormonrezeptoren, Verlust
der E-Cadherin-Expression, Verlust der 3-Catenin-Expression, intrazellulére Dislokalisation von p120-Catenin). Diese
Bemiihungen fiihrten zur Etablierung einer neuen Mammakarzinom-Zelllinie aus der Aszitesfliissigkeit einer 72 Jahre
alten Patientin mit Peritonealmetastasen eines invasiv-lobuldren Mammakarzinoms. Die detaillierte molekulare und
funktionelle Charakterisierung dieser Zelllinie wurde publiziert (Christgen et al., J Pathol. 217, 620-632, 2009). Die IPH
926 genannte Zelllinie weist eine homozygote, N terminal trunkierende CDH1 Mutation auf, die bereits im primaren
lobuldren Mammakarzinom der korrespondierenden Patientin nachweisbar war. Fiir den Nachweis im Primartumor
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wurden Tumorzellen aus einem gefarbten histologischen Préparat mit Hilfe der Lasermikrodissektion, die seit Jahren
im Institut fiir Pathologie etabliert ist, isoliert. IPH 926 ILBC Zellen exprimieren kein E Cadherin. Ferner exprimieren IPH
926 ILBC Zellen kein B Catenin und zeigen eine aberrante subzelluldre Lokalisation des Transkriptionsmodulators p120
catenin. IPH 926 ILBC Zellen sind permanent kultivierbar und tumorigen in vivo. In SCID-Maus Xenograft-Tumoren,
welche 18 Wochen nach Inokulation in vivo palpierbar waren, rekapitulieren IPH 926 ILBC Zellen das verstreutzellige
und ,gdnsemarschartige” Wachstumsmuster (,,single file linear cord"), welches charakteristisch ist fiir das invasive
lobuldre Mammakarzinom. IPH 926 ILBC Zellen wurden nach unabhéngigen Untersuchungen (Genotypisierung mittels
,DNA Fingerprinting”) durch die Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) im Jahr 2009
als neue Tumorzelllinie authentifiziert.
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Abb. 1: (A) Histologie des Primartumors und Morphologie von IPH-926 in vitro (B) Western Blot. IPH 926 ist E-cadherin negativ
und B catenin negativ. Die Zelllinie MDA-MB-134, die méglicherweise auch von einem lobuldren Mammakarzinom abstammt, deren
Ursprung aber nicht geklart ist und sich auch nicht mehr rekonstruieren 1aBt, weist nach unseren Untersuchungen einen dhnlichen
Phanotyp auf. (C) Immunhistochemie. Aberrante Expression von p120 catenin in IPH 926-Xenograft-Tumoren und in dem ILBC
des korrespondierenden Patienten. Die Zelllinie UACC-893 dient als Positivkontrolle (D) Methylierungs-spezifische PCR. IPH-926
weist keine aberrante Methylierung des CDH1 Promotors auf. (E) Loss of Heterozygosity (LOH) auf Chromosom 16q22, dem Locus
des CDH1 Tumorsuppressorgens, in IPH 926. (F) Homozygote 241ins4 Frameshift Mutation des CDH1 Tumorsuppressorgens in
IPH 926. Diese Mutation verursacht ein vorzeitiges Stop-Codon und fiihrt zu einem nahezu vollstédndig (ab der Aminoséure 93)
trunkierten E cadherin. (G) Nachweis der CDH1 241ins4 Frameshift Mutation im ILBC des korrespondierenden Patienten durch
PCR Amplifikation mit flankierenden Primern. Die Insertion fihrt zur Bildung eines 4 Basen groBeren PCR-Produktes. Die Zelllinie
ist homozygot fiir diese Mutation und zeigt deshalb nur eine Bande, wahrend die verschiedenen Proben des Patientenmaterials
einen unterschiedlich groBen Anteil an Nicht-Tumorzellen enthalten (und deshalb zwei Banden zu erkennen sind: unmutiertes
und mutiertes E-Cadherin-Gen).

Diese neue Mammakarzinom-Zelllinie erlaubt nun eine ganze Reihe von grundsatzlich wichtigen und klinisch
relevanten Fragestellungen zum invasiv-lobulédren Mammakarzinom zu bearbeiten: z.B. molekulare Mechanismen der
Chemoresistenz und deren Uberwindung sowie Storungen des Wnt-Signaltransduktionsweges und deren Modulation.
Durch die Etablierung von IPH 926 sind erstmals humane, permanent kultivierbare CDH1 null/8 catenin negative ILBC
Zellen verfiigbar, die funktionelle Studien bezlglich des genregulatorischen Einflusses der CDH1 Inaktivierung und der
aberranten p120 catenin Expression im lobuldren Mammakarzinom erméglichen.
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Die Etablierung dieser Zelllinie IPH-926 stellte ein wesentliches Teilprojekt der Promotion von Dr. med. Matthias
Christgen zum PhD dar (im Rahmen des PhD-Programms ,Molecular Medicine” der HBRS an der MHH) und wurde
von der Stiftung ,Human Tissue and Cell Research” mit dem Forschungspreis 2009 ausgezeichnet.

In Abb. 1 sind wesentliche Ergebnisse zur molekularen Charakterisierung dieser neuen Mammakarzinom-Zelllinie
zusammengefasst.

Projektleitung: Christgen, M. (Dr. PhD); Kooperationspartner: Ballmeier, M. (Dr.), FACS-Unit MHH, Hadamitzky, C.
(Dr.), Anatomie MHH, Schlegelberger, B. (Prof. Dr.), IZMP MHH; Forderung: HRBS

Weitere Forschungsprojekte

Faulty signalling from glomerular endothelial cells to podocytes: A pathomechanism in transplant
glomerulopathy

Projektleitung: Becker, J. U. (Dr.); Forderung: BMBF (Projekt 51 im IFB-TX)

Podocyte replacement by immigrating progenitor cells
Projektleitung: Becker, J. U. (Dr.); Férderung: BMBF (Projekt 52 im IFB-TX)

Zellspezifische microRNA-Profile im humanen Brustdriisengewebe.
Projektleitung: Bockmeyer, C. (Dr.); Férderung: HiLF MHH

Identifizierung Apoptose-relevanter Gene in Megakaryozyten der chronischen idiopathischen
Myelofibrose

Projektleitung: Bock, O. (Prof. Dr.), Kreipe H. (Prof. Dr.); Forderung: DFG (Bo 1954/1-1)

Experimentelle Pathologie von Tiermodellen humaner Erkrankungen
Projektleitung: Biische, G. (PD Dr.); Forderung: DFG (REBIRTH)

Megakaryozytare microRNA-Expression in chronisch myeloproliferativen Neoplasien
Projektleitung: Hussein, K. (Dr.); Forderung: HiLF MHH

Aberrante DNA-Methylierung von microRNA-Genen in praneoplastischen Leberzellschadigungen und
hepatozellularen Karzinomen

Projektleitung: Lehmann, Ulrich (Prof. Dr. rer. nat.); Férderung: DFG, Teilprojekt 1 der Klinischen Forschergruppe
.Molekulare Grundlagen und konsekutive Therapieansétze beim hepatozelluldren Karzinom"” (LE 1291/1-1)

Referenzpathologie im Konsortium erblicher Brustkrebs

Projektleitung: Kreipe, H. (Prof. Dr.), Ahrens, P. (Dr.); Forderung: Deutsche Krebshilfe

Referenzpathologie im Kompetenznetzwerk Akute und Chronische Leukdmien und im European
Leukemia Net.

Projektleitung: Kreipe, H. (Prof. Dr.); Férderung: BMBF und EU

Kontrollbiopsieprogramm nach Leber- und Nierentransplantation

Projektleitung: Kreipe, H. (Prof. Dr.); Kooperationspartner: Haller, H. (Prof. Dr.), Manns, M.P. (Prof. Dr.); Férderung:
DFG im Rahmen des SFB 738 (Optimierung konventioneller und innovativer Transplant, Zentralprojekt Z2)
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Rekrutierung von Fibroblasten bei der Bronchiolitis obliterans in Lungentransplantaten

Projektleitung: Langer, F. (Dr.), Jonigk, D. (Dr.); Forderung: DFG im Rahmen der klinischen Forschergruppe Lun-
gentransplantation

Rekrutierung und Aktivierung mesenchymaler Zellen in Nierentransplantaten

Projektleitung: Bock, O. (Prof. Dr.), Kreipe, H. (Prof. Dr.); Férderung: DFG im Rahmen des SFB 738 (Optimierung
konventioneller und innovativer Transplant, Teilprojekt C5)

Aberrante DNA-Methylierungsmuster in Knochenmarkzellen prablastarer Myeloproliferationen
Projektleitung: Lehmann, U. (Prof. Dr. ), Kreipe H. (Prof. Dr.); Férderung: Deutsche Krebshilfe (10-1842-Le 1)

Rolle von Podozyten bei der Entstehung der Transplantglomerulopathie

Projektleitung: Becker, J.U. (Dr.); Kooperationspartner: Universitétskrankenhaus Eppendorf, Hamburg; Férderung:
BMBF im Rahmen des IFB Transplantation (Projekt 43)

Podozytenersatz durch extrarenale Stammzellen

Projektleitung: Becker, J.U. (Dr.); Kooperationspartner: Universitétskrankenhaus Eppendorf, Hamburg; Forderung:
BMBF im Rahmen des IFB Transplantation (Projekt 43)

Zusatzliche prognostische Marker bei C4d-positiver humoraler AbstoBung an AB0O-kompatiblen und
inkompatiblen Nierentransplantaten

Projektleitung: Brocker, V. (Dr.), Becker, J.U. (Dr.)

Tumorprogression und Expression von KAI1/CD82 im Mammacarcinom
Projektleitung: Christgen, M. (Dr. MD/PhD), Lehmann, U. (Prof. Dr.)

Zytostatika-Resistenz und ABCB1/MDR1 Uberexpression in lobulliren Mammacarcinomzellen
Projektleitung: Krech, T. (Dr.), Christgen, M. (Dr. MD/PhD)

MicroRNA-Expression in myelodysplastischen Syndromen
Projektleitung: Hussein, K. (Dr.), Kreipe, H. (Prof. Dr.)

Epigenetische Instabilitdt im Mammacarcinom

Projektleitung: Lehmann, U. (Prof. Dr.)
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