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Forschungsprofil

Die Forschungsschwerpunkte des Instituts fiir Pathologie der MHH liegen in vier Bereichen:

Hamatopathologie mit dem Schwerpunkt Pathologie des Knochenmarks: Im Institut fiir Pathologie befindet sich
das deutschlandweit groBte Knochenmarkregister mit Biopsiematerial aus zahlreichen Therapiestudien (CML, MPN,
MDS) sowie aus der Funktion als Referenzinstitution im Kompetenznetzwerk Akute und Chronische Leukdmien und
dem European Leukemia Net. An diesem Material erfolgen translationelle Forschungsprojekte zur klonalen Evolution
von Leukdmieerkrankungen sowie zur Pathogenese und Prognose von Neoplasien des hamatopoetischen Systems,
insbesondere der mit einer Knochenmarkfibrose einhergehenden neoplastischen Bildungsstérungen.

Mammapathologie: Das Institut ist Referenzinstitut im Konsortium erblicher Brustkrebs der Deutschen Krebshilfe, im
Deutschen Mammografie-Screening fiir die Region Nord und die Westdeutsche Studiengruppe. Darber hinaus fungiert
es als Konsiliarzentrum fiir ungewohnliche und seltene Mammatumore. Ferner fihrt es im Auftrag der Deutschen
Gesellschaft fur Pathologie Ringversuche zur Bestimmung pradiktiver Marker beim Mammakarzinom durch.

Transplantationspathologie: Es werden mehrere erfolgreiche Protokollbiopsieprogramme durchgefihrt und
insbesondere zur Nephro- und Pneumopathologie translationelle Projekte zur Identifikation neuer Biomarker der
AbstoBung und chronischen Transplantatorganopathie durchgefiihrt. Neben molekularen Untersuchungsverfahren
werden hier auch innovative Verfahren zur digitalen Bildanalyse mit mathematischer Modulation und systembiologischem
Ansatz eingesetzt und weiterentwickelt.

Molekularpathologie: Das Institut verfligt deutschlandweit iiber eine der groBten Untersuchungszahlen in
der Molekularpathologie und ist als Referenzinstitution in mehrere Ringversuche der Deutschen Gesellschaft fiir
Pathologie eingebunden. Fiir eigene und Kooperationsprojekte an der MHH werden Gewebe basierte molekulare
Untersuchungsverfahren entwickelt und angeboten, wie die Kombination von Lasermikrodissektion komplexer Gewebe
mit quantitativer PCR, Low-densitiy-Expressionsarrays, Nanostring Expressionsanalysen, targeted next generation
sequencing, mi-RNA-Array, Methylierungsanalysen, Massenspektrometrie von Peptiden und Matrix-CGH; ferner die
In-situ Hybridisierung und die Erzeugung von , Tissue-Arrays”.

Ausgewabhltes Forschungsprojekt

Molekularpathologie des Mammakarzinoms

Hintergrund

Das Mammakarzinom ist mit ca.70.000 Neuerkrankungen pro Jahr in Deutschland die haufigste bésartige Neoplasie
der Frau. ,Das Mammakarzinom” reprasentiert dabei eine sehr heterogene Gruppe von Erkrankungen, die hinsicht-
lich des klinischen Verlaufs, der Inzidenz, des Ansprechens auf Therapie und der zugrunde liegenden molekularen
Mechanismen so unterschiedlich sind, dass es gerechtfertigt ist, von unterschiedlichen Erkrankungen zu sprechen,
die das gleiche Organ befallen. AuBerdem ist das Mammakarzinom, insbesondere im fortgeschrittenen Stadium, als
systemische Erkrankung zu betrachten, die den Gesamtorganismus beeintrachtigt.
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Die technischen Fortschritte in der Genomsequenzierung in den letzten Jahren haben es erméglicht, dass mittler-
weile das komplette Genom mehrerer tausend Mammakarzinom-Proben vollstandig sequenziert ist und die Daten zur
weiteren Analyse frei verfligbar sind. Diese Ganzgenomsequenzierungsprojekte bestatigen die bis dahin bereits bekannte
enorme molekulare und klinische Heterogenitat. Nur sehr wenige Gene, wie z.B. PIK3CA oder ERBB2/Her2/neu, sind in
einer nennenswerten Zahl von Mammakarzinomen verandert, wahrend eine lange Liste bekannter ,Krebsgene” (wie
z.B. BRCAI1, K-ras, EGFR, TP53 u.a.) jeweils in nur wenigen Prozent aller Félle eine genetische Veranderung aufweist.

Liquid Biopsy
Schon seit Jahrzehnten ist bekannt, dass sich im Blut von Krebspatienten auch DNA-Fragmente finden, die aus
Tumorzellen stammen und z.T. Krebszell-spezifische genetische Veranderungen ausweisen. Aber erst in den letzten
Jahren ist aufgrund der bereits erwahnten Fortschritte in der Komplettgenomsequenzierung groBer Tumorprobens-
erien und technischer Weiterentwicklungen fiir den hochsensitiven Nachweis mutierter DNA-Fragmente (,, ultradeep
sequencing”, ,digital PCR") dieses Wissen fiir die direkte Patientenversorgung anwendbar geworden. Der Nachweis
Krebszell-spezifischer genomischer Alterationen in im peripheren Blut zirkulierenden freien DNA-Fragmenten (,,cfDNA”")
erlaubt eine minimalinvasive Probengewinnung zur repetitiven Testung z.B. unter Therapie. Da aus der Kérperfliis-
sigkeit Blut wie in einer Gewebeprobe (Biopsie) DNA-Veranderungen nachgewiesen werden, wird haufig in diesem
Zusammenhang von einer , liquid biopsy” gesprochen. Ein potentieller konzeptioneller Vorteil des Mutationsnachwei-
ses im peripheren Blut im Vergleich zur Analyse einer Gewebeprobe ist neben der schon erwahnten sehr einfachen
komplikationsfreien Probengewinnung die Tatsache, dass bei Patienten mit Metastasen die cfDNA-Fragmente im Blut
aus dem Primartumor sowie allen Metastasen stammen konnen, also einen ,Querschnitt” des Mutationsspektrums
darstellen und somit das Problem der Tumorheterogenitat (verschiedene Lokalisationen in einem Patienten zeigen
unterschiedliche genetische Profile) umgehen. Nachteile dieses Ansatzes sind noch ungeklarte Probleme hinsichtlich
Probengewinnung und Probentransport ins Labor (suboptimale Blutentnahme und Probentransport induzieren Hamolyse,
die die Tumor-DNA ,maskieren” kdnnen), fehlende Standardisierung der DNA-Isolierung und der Nachweismethodik
sowie als groBtes Hindernis die Tatsache, dass ca. ein Drittel aller Tumoren keine ausreichende Menge an DNA in die
Zirkulation abgeben, die Patientenproben also auch bei Einsatz super-sensitiver Nachweisverfahren (wie dPCR nach
Pra-Amplifikation) unmutiert erscheinen, obwohl die gesuchte Mutation im Primértumor bzw. einer Metastase vorliegt.
Um die Standardisierung dieses Ansatzes und die Etablierung von Qualitdtsparametern voranzutreiben, haben wir das
sog. ,ultradeep sequencing” (,next generation sequencing” mit einer Lesetiefe von tiber 5.000), die ,digital PCR"
(dPCR) und konventionelle real-time PCR systematisch miteinander verglichen (Bartels et al., in Revision).

Ein aktuelles Anwendungsgebiet des Mutationsnachweises im Blut von Mammakarzinom-Patientinnen ist der
Nachweis von Mutationen im Gen, welches den Ostrogen-Rezeptor kodiert (ESR1).

Aktivierende Mutationen des Ostrogenrezeptors beim Mammakarzinom

Unter anti-hormoneller Therapie, insbesondere mit Aromatasehemmern, werden Tumorklone selektiert, die zwar
weiterhin den Ostrogen-Rezeptor exprimieren, aber eine endogen daueraktive Mutante. Die Tumore der Patientinnen
sind zwar weiterhin ER-positiv, sprechen aber nicht mehr auf die anti-ER-Therapie an.

In einer Serie von 230 Knochenmetastasen von Mamma-Karzinom-Patientinnen fanden sich solche ESR1-
Mutationen in ca. 15% der Félle. In der Blutprobe einer jungen Mammakarzinom-Patientin (30 Jahre alt), die unter
anti-hormoneller Therapie einen Progress zeigte, konnte eine charakteristische ESR1-Mutation (p.G538D) nachgewiesen
werden. Da Patientinnen mit einer solchen Mutation im Ostrogenrezeptor-Gen besser auf andere Chemotherapeutika
ansprechen, fiihrte die fiir die Patientin minimalinvasive Analyse der ,liquid biopsy” mittels ,ultradeep sequencing”
in diesem Fall auch zu einer Anderung der Therapie. Fiir diese Analyse wird ein im Projekt entwickeltes und validiertes
Genpanel eingesetzt (Bartels et al., in Vorbereitung)
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Molekulare Grundlagen intrinsischer Subtypen und besonderer histologischer Typen des Mamma-
karzinoms

Neben diesen Arbeiten, die schon in ausgesuchten Einzelfallen direkt Eingang in die Krankenversorgung gefunden
haben, beschéaftigen sich andere Projektteile mit grundsatzlicheren Fragen der Molekularpathologie des Mamma-
karzinoms. Praktische, translationale Ziele sind hier die Verbesserung der Diagnostik und Prognostik im Sinne einer
Prazisierung und Objektivierung durch Berlicksichtigung molekularer Verdnderungen sowie die Identifizierung bisher
unbekannter therapeutisch nutzbarer genomischer Verdnderungen. Dies ist besonders wichtig fiir seltene Subtypen
des Mammakarzinoms, fir die etablierte Diagnosekriterien und Prognosemarker noch nicht validiert oder gar nicht
bekannt sind. Aufbauend auf der publizierten morphologischen, immunhistochemischen und klinischen Charakte-
risierung myoepithelialer metaplastischer Spindelzellkarzinome der Brustdriise (Leo et al., Virchows Archive 2016)
wird in Zusammenarbeit mit dem Institut fir Humangenetik der MHH (AG Prof'in Steinemann) das genomische Profil
dieser Karzinome im Sinne von Verlusten oder Hinzugewinnen genetischen Materials bestimmt (OncoScan Array-CGH,
optimiert fir Formalin-fixierte in Paraffin eingebettete Gewebeproben). In einem systematischen Vergleich dieses
ArrayCGH-Ansatzes mit FISH, gPCR und NGS konnten wir die Zuverlassigkeit und die Starke dieser Methodik zeigen
(Christgen et al., Oncotarget 2016). Mit Hilfe dieser Methode konnte eine Region identifiziert werden, die in praktisch
allen myoepithelialen metaplastischen Spindelzellkarzinomen der Brustdriise deletiert ist. In laufenden Arbeiten werden
die funktionellen Auswirkungen dieser Deletion im Detail.

DNA-Reparaturgene als Targets fiir eine Chemotherapie

Im Kontext Mammakarzinom gewinnt auch der Nachweis einer BRCA1- oder BRCA2-Mutation im Tumorgewebe fiir die
Therapieplanung an Bedeutung. Analog zur Situation im metastasierten serésen high-grade Ovarial-Karzinom zeigen
Mammakarzinome mit dem sog. , BRCAness”-Phanotyp einen besonderen klinischen Verlauf und ein charakteristisches
Ansprechen auf unterschiedliche Therapieansétze. Die Untersuchung auf BRCA1/2-Mutationen im Tumorgewebe ist
allerdings nur der erste Schritt zur molekularen Charakterisierung der ,BRCAness”, da sicher Mutationen in weiteren
DNA-Reparaturgenen fiir die Ausbildung dieses Phanotyps (mit)verantwortlich sind. Fir diese Fragestellung wurde die
NGS-basierte Sequenzanalyse des BRCA1- und 2-Gens in archivierten Gewebeproben etabliert und validiert.

Projektleitung: Lehmann, U. (Prof. Dr.); Dr. Bartels; Christgen, M. (PD Dr.,, PhD); Kreipe, H.H. (Prof. Dr.); Mitarbeiter:
Elisa Schipper, Britta Hasemeier; Kollaborationspartner: Prof.'in Steinemann, MHH; Prof. Liick, Hannover; Forderung:
Deutsche Krebshilfe, Westdeutsche Studiengruppe

Weitere Forschungsprojekte (mit Stichtag 01.12.2016)

ERA-Net EuroTransBio-8: Ein Datenbanksystem fiir die Hochdurchsatzkuratierung und Interpretation
von somatischen DNA-Sequenzvarianten in der klinischen Onkologie.
Projektleitung: Lehmann-Mihlenhoff, U. (Prof. Dr.); Forderung: BMBF

Referenzpathologie fiir ADAPT Therapie Studien beim Mammakarzinom
Projektleitung: Christgen, M. (PD Dr. med., MDPhD), Kreipe, H. (Prof. Dr.); Férderung: WSG

Cellular signals and apoptosis in early bone marrow fibrosis of MDS (Teilprojekt D im Forschungsverbund
+Myelodysplastic syndrome as an age-related clonal disorder of the hematopoietic stem cell” )
Projektleitung: Hussein, K. (PD Dr.), Kreipe, H. (Prof. Dr.); Férderung: Deutsche Krebshilfe
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Zentralpathologie im Forschungsverbund , Myelodysplastic syndrome as an age-related clonal disorder
of the hematopoietic stem cell”
Projektleitung: Blsche, G. (PD Dr., Dipl.-Stat. (UK)), Kreipe, H. (Prof. Dr.); Forderung: Deutsche Krebshilfe

Prognostische Bedeutung von IDH1/2 Mutationen fiir Patienten mit malignen Astrozytomen nach
primérer Behandlung durch eine Radiochemotherapie.
Projektleitung: Hartmann, C. (Prof. Dr.); Férderung: Niedersdchsische Krebsgesellschaft e.V.

Nachweis der Expressionslevels von CD95L in Formalin-fixiertem und in Paraffin eingebettetem
Tumorgewebe von Gliompatienten.
Projektleitung: Hartmann, C. (Prof. Dr.); Férderung: Apogenix GmbH

Systems Immunology und Image Mining in der Translationalen Biomarkerforschung:
Forschungskonsortium zur Systemmedizin - SYSIMIT. Koordination und Projektleitung des
Teilprojektes 4 (Prognostischer Wert der entziindlichen Reaktion auf erblichen Brustkrebs mit Fokus
auf lymphozytare Lobulitis)

Projektleitung: Feuerhake, F. (Prof. Dr.); Kooperationspartner: HZI Braunschweig, Universitat StraBburg, Fa.Definiens,
Munchen, TU Dresden; Férderung: BMBF, Teilprojekt 4

Entwicklung eines innovativen Lungenkarzinom Maus Modells, das die Interaktion des Tumors mit
dem Stroma und dem Immunsystem modelliert (ILUMINATE).
Projektleitung: Feuerhake, F. (Prof. Dr.); Kooperationspartner: RWTH Aachen, Fa. Oncotest; Forderung: BMBF

Relevanz therapieorientierter Tiermodelle in der pulmonalen Hypertonie.
Projektleitung: Mégel, Lavinia (Dr.); Férderung: HiLF, MHH

Pradiktive molekulare Charakterisierung humaner Lungentransplantate.
Projektleitung: Jonigk, D. (PD Dr.), Langer, FI (Dr. med.); Férderung: DFG

Infrastruktur und Betrieb Pathologieplattform.
Projektleitung: Jonigk, D. (PD Dr.); Forderung: Deutsches Zentrum fiir Lungenforschung (DZL)

Entziindung und Fibrogenese in frithen Lasionen einer chronischen Transplantatdysfunktion nach
Lungentransplantation.
Projektleitung: Langer, F. (Dr.), Jonigk, D. (PD Dr.); Férderung: SFB 783/3, B0O9

Cluster of Excellence REBIRTH-2: “Pathology of (Humanized) Animal Models - Human Pathology
Projektleitung: Busche, G. (PD Dr., Dipl.-Stat. (UK)); Férderung: DFG

Pathology of bone marrow in patients with IPSS low- or intermediate-1 risk myelodysplastic syndromes
(MDS) associated with an isolated deletion 5q cytogenetic abnormality (del 5q), treated and monitored
within a multicenter, single-arm, open-label phase Il study of the safety of lenalidomide monotherapy
and markers for disease progression (MDS-LE-MON-5).

Projektleitung: Blische, G., PD Dr., Dipl.-Stat. (UK); Kooperationspartner: Celgene Corp.; Forderung: GMIHO

Systemmedizinischer Forschungsansatz zur Verminderung Makrophagen-assoziierter interstitieller
Fibrose und tubularer Atrophie nach Nierentransplantation. (SYSMIFTA)

Projektleitung: Feuerhake, F. (Prof. Dr.) Kooperationspartner: Helmholtz-Zentrum fiir Infektionsforschung
(Braunschweig), Weizmann Institute of Science (Rehovot, Israel), Istituto Humanitas (Mailand, Italien), Radboud
Universitat(Njmegen, Niederlande), Universitat StraBburg (StraBburg, Frankreich); Férderung: ERACoSysMed/BMBF
Projekttrager Jilich)
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Fibroblast Activating Protein (FAP) expression in different types of sarcoma (FAP/DR5).
Projektleitung: Feuerhake, F., (Prof. Dr.); Langer , F. (Dr.); Roche Pharma Early Research and Development (pRED),

Penzberg
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