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1. FORSCHUNGSSCHWERPUNKTE

Epigenetische Verdnderungen bei hdmatologischen Neoplasien (PD Dr. Galm, Dr. Jost, Dr. Wilop, Dr. Dada, Dr. Gezer)
Epigenetische Veranderungen spielen eine entscheidende Rolle in der Initiation und Progression von malignen Tumoren.
Durch Hypermethylierung von CpG-Inseln im Bereich von Genpromotorregionen kommt es im Zusammenspiel mit einer
Histondeacetylierung zur Inhibition der Transkription von Genen, ohne dass deren DNA-Sequenz unmittelbar alteriert
wird. Handelt es sich bei den durch CpG-Hypermethylierung betroffenen Genloci um Tumorsuppressorgene, so kommt
dies funktionell einer Deletion oder Punktmutation mit konsekutivem Funktionsverlust gleich und kann im Laufe der
Tumorevolution zu einem Wachstumsvorteil der betroffenen Zellen fihren. Im Rahmen der malignen Transformation
stellt somit die Hypermethylierung von Genpromotorregionen neben genetischen Alterationen einen alternativen
Mechanismus zur Geninaktivierung dar.

Aktuelle Projekte der Arbeitsgruppe umfassen Untersuchungen uber Veradnderungen des Epigenoms bei akuter
myeloischer Leukamie, multiplem Myelom, myeloproliferativen Neoplasien sowie der chronischen lymphatischen
Leukdmie. Neben der Analyse von Kandidatengenen ist zukunftig auch der Einsatz von Array-basierten Methoden
vorgesehen. Weiterhin soll die Rolle der Wnt-Signaltransduktion und der SFRP-Gene in der Regulation der
héamatopoetischen Differenzierung untersucht werden.

In ihrer Gesamtheit kdnnen die Erkenntnisse Uber epigenetische Prozesse nicht nur zu einem besseren Verstandnis der
molekularen Mechanismen in der Pathogenese von malignen Tumoren beitragen, sondern auch neue Méglichkeiten in
der Anwendung und Evaluation von innovativen Therapiestrategien, die eine Beeinflussung des Epigenoms von
malignen Zellen implementieren, eréffnen. Das zunehmende Wissen lber epigenetische Veranderungen wird zukinftig
bei der Entwicklung neuer therapeutischer Strategien sowie der Risikostratifizierung von Patienten mit hamatopoetischen
Neoplasien von grofem Nutzen sein.

Synergismus von demethylierenden Substanzen und dem HDAC-Inhibitor SAHA beim multiplen Myelom (Dr. Jost)

Der Einsatz von demethylierenden Substanzen (DNMT-Inhibitoren) als Differenzierungstherapie bei hematopoietischen
Neoplasien gehort mittlerweile zu den Standardtherapien bei akuten myeloischen Leukéamien und myelodysplastischen
Syndromen. Als weitere Differenzierungstherapie stehen nun die Inhibitoren der Histon-Deazetylasen (HDAC-Inhibitoren)
zur Verfiigung. Bisher gibt es keine in-vitro oder klinische Daten zum Einsatz dieser Substanzen bei multiplen Myelom. In
Zelllinien von multiplem Myelom konnten wir Nachweisen, dass Synergismen zwischen Decitabine (DNMT-Inhibitore) und
SAHA (HDAC-Inhibitore) bei der Induktion des Zelltods und der Apoptose bestehen. Des Weiteren konnte eine Zunahme
der Reexpression von epigenetisch herabregulierten Genen durch den kombinierten Einsatz der beiden
Substanzgruppen an den Zelllinien beobachtet werden. Diese Ergebnisse bieten somit eine Grundlage fur die weitere
préaklinische und klinische Untersuchung der Kombination von DNMT-Inhibitoren und HDAC-Inhibitoren zur Behandlung
des multiplen Myeloms.

Telomerbiologie (Prof. Brimmendorf, Dr. Panse, Dr. Ziegler)

Der chronischen myeloischen Leukamie (CML) liegt eine myeloproliferative Erkrankung der hamatopoetischen
Stammzelle zugrunde, die auf das onkogene Potenzial des Fusionsproteins BCR-ABL zurlickgeht. Die chronische Phase
der CML ist charakterisiert durch eine gesteigerte Hamatopoese und geht nach einer variablen Zeitspanne in eine
akzelerierte Phase und/oder Blastenkrise (ber, die aufgrund eines zusétzlichen Differenzierungsblocks einer akuten
Leukédmie &ahnelt und mit einer schlechten Prognose verbunden ist. Die molekularen Mechanismen der
Krankheitsprogression der CML sind bis heute unklar. Aus einer Reihe von Publikationen geht hervor, dass Patienten mit
fortgeschrittenem Krankheitsstatus eine drastische Verkiirzung der Telomere in BCR-ABL-positiven Zellen aufweisen.
Telomere besitzen eine Tumorsuppressorfunktion und eine Verkirzung der Telomere in eukaryontischen Zellen ist mit
zunehmender genetischer Instabilitat vergesellschaftet. Es wird deshalb vermutet, dass eine erhéhte Telomerase-
Aktivitat in CML-Zellen und/oder Defekte in Tumorsuppressoren wie p53 oder Ink4Arf in fortgeschrittener Erkrankung
verhindern, dass die Zellen in Telomer-induzierte Apoptose/Seneszenz eintreten. In Kooperation mit der
Universitatsklinik Hamburg-Eppendorf (M. Balabanov), Hannover (B. Schlegelberger, xx) und Berlin (yy) soll die kausale
Rolle der Telomerbiologie fiir die Krankheitsprogression der CML in einem in vivo Mausmodell untersucht werden. Die
Analysen sollen Aufschluss geben, inwiefern Telomer-vermittelte genetische Instabilitdt die Akzeleration einer BCR-ABL
positiven Erkrankung férdern und welche Kandidaten-Lasionen involviert sind. Die gewonnenen Ergebnisse kénnen
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somit wichtige therapeutische Ansatzpunkte fir neue Telomer-/Telomerase- und damit zielgerichtete molekulare
Interventionsstrategien ergeben.
Dariiber hinaus wird im Rahmen des Begleitforschungsprogramms der multizentrischen Deutschen CML IV
Therapiestudie die Bestimmung der Telomerlange in peripheren Blutzellen als neuer prognostischer und pradiktiver
Biomarker mit flow FISH evaluiert

Aurorakinasen als Zielstruktur in der chronisch myeloischen Leukamie (Prof. Briimmendorf, Dr. Panse, Dr. Jost)

Die Einfuhrung des selektiven Tyrosinkinaseinhibitors (TKI) Imatinib (IM) hat die Primartherapie der CML stark
beeinflusst und ist mittlerweile zur Standardtherapie der chronischen Phase geworden. Im Laufe der Zeit wurde jedoch
klar, dass trotz der Effektivitat und Selektivitat der IM-Therapie das Phanomen der Resistenzentwicklung zunehmend ein
Problem darstellt. Vor allem Punktmutationen in der Kinasedoméne von BCR-ABL sind ein weit verbreitetes klinisches
Problem. Die sogenannten TKIs der 2. Generation (Dasatinib, Nilotinib, Bosutinib) liefern beeindruckende klinische
Ergebnisse gegen IM-resistente Mutationen, jedoch sind alle diese Substanzen wirkungslos gegeniiber der Mutation
T315I ("gate keeper mutation”), die etwa 25% der priméren und bis zu 70% der sekundaren Resistenzen ausmacht.
Aufgrund dessen ist die Entwicklung von neuen potenteren Inhibitoren von héchster Prioritat.

In einem Kooperationsprojekt mit der Universitatsklinik Hamburg-Eppendorf und Nerviano Medical Sciences (Mailand,
Italien) untersuchen wir die Effektivitat einer neuen Gruppe von Substanzen, die sogenannten Aurorakinase-Inhibitoren
(AKI). Aurorakinasen (A, B, C) gehdren zu den Serin-/Threoninkinasen und kontrollieren essenzielle Prozesse wahrend
der Zellteilung, wobei eine deregulierte Expression dieser Enzyme zu Aneuploidie und maligner Transformation fiihren
kénnen und deshalb ein potenzielles Ziel der Krebstherapie darstellen. Hierbei liegt ein besonderes Interesse unserer
Arbeitsgruppe in einem besseren Verstandnis der Mechanismen, die einer Resistenzentwicklung auf Danusertib
zugrunde liegen kénnten.

Hypusinierung und der eukaryontische Initiationsfaktor 5a (elF5a) (Prof. Brimmendorf, Dr. Panse, Dr. Ziegler)

Die Hypusinierung ist eine der spezifischsten Proteinmodifikationen in Eukaryonten und beschreibt die schrittweise
Umwandlung der Aminosédure Lysin zu Hypusin, welche durch die Deoxyhypusinsynthase (DHS) und die
Deoxyhypusinhydroxylase (DOHH) katalysiert wird. Der eukaryontische Initiationsfaktor 5A elF5a ist das einzige Protein
in Eukaryonten, in welchem diese Modifikation nachgewiesen werden konnte. Die Hypusinierung fuhrt zur Aktivierung
von elF5a und kontrolliert Zellproliferation, mRNA-Transport sowie die Replikation des HI-Virus. Interessanterweise
wurde die Biosynthese von Hypusin in elF5a als neues Target in der Behandlung von Bcr-Abl positiven Leukéamien
identifiziert, obgleich die genaue Rolle der Hypusinierung in der malignen Transformation ungeklart bleibt.

In einem in vitro Modell soll nun durch retrovirale Uberexpressionsstudien in priméaren murinen embryonalen Fibroblasten
(MEFs) untersucht werden, inwiefern aktiviertes elF5a Proliferation kontrolliert und in Kooperation mit Onkogene wie
Myc, Ras oder Bcr-Abl maligne Transformation initiiert. Die so gewonnenen Ergebnisse sollen nicht nur Aufschluss tber
die funktionelle Rolle der Hypusinierung im Rahmen von Proliferation und Zellzyklus geben, sondern auch die Funktion
von aktivem elF5a als potenzielles Onkogen validieren.

Dartber hinaus werden neue spezifische Inhibitoren der DHS und der DOHH, die Im Rahmen eines BMBF-geftrderten
Verbundprojekts mit Instituten der Universitat Hamburg, dem Heinrich-Pette-Institut, Hamburg und der Universitat Libeck
entwickelt werden in vitro und in vivo auf Effektivitat in CML Modellsystemen getestet.

Pharmakogenomik in der Hdmatologie und Onkologie (Dr. Gokkurt, Dr. Wilop, Dr. Crysandt, Dr. Dada)

Das Gebiet der Pharmakogenomik beschaftigt sich mit den genetisch determinierten Variationen der Enzymausstattung
des einzelnen Individuums, die bestimmend fur die Wirkung der verabreichten Substanzen (z. B. Chemotherapeutika) ist.
Untersuchungen der letzten Jahre haben gezeigt, dass Variationen der DNS, sog. Polymorphismen, fir den
Aktivitdtsgrad der einzelnen Enzyme entscheidend sein kdnnen. Funktionell relevante Polymorphismen wurden als eine
entscheidende Ursache fur interindividuelle Unterschiede in Therapieerfolg und Vertréaglichkeit der Therapeutika
identifiziert.

Beispielhaft fur weitere laufende Projekte der Arbeitsgruppe Pharmakogenomik soll hier kurz die Aktivitat der Arbeits-
gruppe beim Magenkarzinom dargestellt werden. Es konnten bereits durch eigene Vorarbeiten Hypothesen beziglich
des Zusammenhangs einzelner pharmakogenetischer Marker (Polymorphismen) mit klinischen Endpunkten beim fort-
geschrittenen Magenkarzinom unter palliativer Chemotherapie herausgearbeitet werden. Die Ergebnisse der i. R. von
einer groR3en randomisierten Phase Il Studie durchgefiihrten pharmakogenetischen Analysen konnten letztes Jahr im
Journal of Clinical Oncology publiziert werden. In dieser umfangreichen Arbeit wurden Polymorphismen in den Genen
TS, MTHFR, MTR, OPRT, XPD, ERCC1, XRCC1, XPA, GSTP1, GSTT1, und GSTM1 unter Beriicksichtigung von
Haplotypen untersucht. In dieser Arbeit konnten gleich eine Reihe von potentiellen pharmakogenetischen Pradiktoren fir
das Gesamtilberleben, das Progressions-freie Uberleben, das Therapieansprechen und fiir einzelne Toxizitaten
identifiziert werden. Diese Ergebnisse unterstrichen die Hypothese, dass genomische Polymorphismen eine relevante
Rolle fur die individualisierte Chemotherapie beim Magenkarzinom spielen kdnnten und stellen eine wertvolle Basis fur
weitere pharmakogenomische Analysen dar, die i. R. aktuell abgeschlossener bzw. noch laufender klinischer Phase II-11I
Studien beim fortgeschrittenen Magenkarzinom durchgefuhrt werden. Neben den genannten Untersuchungen beim
Magenkarzinom stellen pharmakogenomische Projekte bei weiteren Tumorentitaten, wie z. B. Karzinome der Lunge, des
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Osophagus, des Kolorektums oder des Kopf-/Halsbereiches, und auch hamatologischen Neoplasien, wie z. B. Multiples
Myelom, AML, CML und MDS, Gegenstand aktueller Untersuchungen dar. Ziel der Arbeitsgruppe ist es, durch die
Entwicklung von pharmakogenomischen Markern, die eine individualisierte Therapieentscheidung erlauben, einen
relevanten Beitrag zur Optimierung der Systemtherapie in der Hamatologie und Onkologie beizutragen.
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