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EINLEITUNG

In der Abteilung Pddiatrie | werden Grundlagen fiir neue Therapie-
optionen zur Behandlung von kindlichen Tumoren untersucht. Die
Aufklarung molekularbiologischer Grundlagen in der Onkologie ist
ein Forschungsschwerpunkt der Abteilung. Primadre Tumoren des
Zentralnervensystems stellen die hdufigsten soliden Tumoren im
Kindes- undJugendalterdarund die Prognose ist weiterhin schlecht.
Die Neuroonkologie ist ein weiterer Schwerpunkt unserer Forschung.
Grundlagenwissenschaftler und klinisch tatige Pddiater arbeiten
dabei zusammen mit dem Ziel, die Molekularmechanismen mali-
gner Erkrankungen des Kindesalters zu entschliisseln und die ge-
wonnenen Erkenntnisse umzusetzen.

Storungen der Himatopoese (insbesondere Andmien und Im-
mundefekte) und der GefdBe (insbesondere Himangiome und Ge-
faBmalformationen) reprasentieren einen weiteren Schwerpunkt
der Abteilung. Der Bereich der Diagnostik angeborener hdmatolo-
gischer Erkrankungen, wie z. B. der Andmien bei Enzym- und Mem-
brandefekten der Erythrozyten erhilt Anfragen und Uberweisungen
aus ganz Deutschland. An dem klinisch-hamatologisch orientierten
EU-Projekt (Public Health) fiir angeborene und erworbene selte-
ne Andmien ENERCA (European Network for Rare and Congenital
Anaemias) war die Abteilung von 2003 - 2008 beteiligt.

PREFACE

In the Department of Paediatrics | the basics of novel therapeutic
options for the treatment of cancer in childhood are investigated.
The oncologic biomolecular basic research is one of the research
foci. Primary tumours of the central nervous system are the larg-
est group of solid malignancies in childhood and adolescence and
prognosisis still poor. Forthat reason the neurooncologyis another
research focus of our department. Basic researchers take advan-
tage of molecular mechanisms for their experimental treatments
of brain tumors.

Defects in haematopoiesis (@anaemias, immune mediated dis-
eases and leukaemia) and of vessels (especially haemangioma,
vascular malformations and tumor vascularisation) represent an-
other focus of the department. The field of diagnostics of congeni-
tal haemic diseases, e.g. anaemia with enzyme- and membrane
defects of erythrocytes exhibits, receives enquiries and referrals
from all over Germany. The department was involved in the clin-
ically-haemic orientated EU-project (Public Health) for congenital
and rare acquired anaemias ENERCA (European Network for Rare
and Congenital Anaemias) from 2003-2008.

1.
Molekularbiologische Grundlagen der Onkologie

Integrine
Angiogenese (Neubildungvon GefaBen) und Integrine spielen eine
zentrale Rolle bei Tumorwachstum und Metastasierung. Wissen-

schaftliches Ziel eines Projektes ist es, bifunktionelle, tetravalen-
te Intradiabodies fiir den phdnotypischen Knockout der Integrine
avB3, avB5, und a5B1 herzustellen. Dazu selektieren wir mittels
Phage-Display spezifische und hochaffine Antikdrper gegen die
Integrine av@3, avp5, und a5B1, um dann mittels single-chain
Antikdrper Fragmenten (scFv) bispezifische und tetravalente Intra-
diabodies zu klonieren. Intradiabodies konnen gezielt die Funktion
eines Proteins ausschalten. Mit Hilfe dieser Intradiabody-Konstruk-
te, die im endoplasmatischen Retikulum (ER) zuriickgehalten wer-
den, soll die Funktion der Integrine av@3, avf5, und a581 einzeln,
simultan und in verschiedenen Kombinationen gehemmt werden.
Dadurch sollen Einblicke in die Funktion sowie Erkenntnisse iiber
die physiologische und pathologische Relevanz dieser Integrine
in der Angiogenese gewonnen werden. Intradiabodies sind her-
kommlichen scFv Intrabodies beziiglich Halbwertszeit, Dauer des
funktionellen Knockouts, sowie der Moglichkeit des ,,double targe-
ting“ tiberlegen. AuBerdem erlauben sie in einem fortwdhrenden
Prozess die regulatorischen Mechanismen der Zelle zu beobachten
und zu analysieren, ohne die artifizielle Situation eines klassischen
Knockouts, da das natirliche Gleichgewicht der Zelle nicht gestort
wird. So sollten wissenschaftliche Aussagen beziiglich Funktion,
Relevanz und Interaktion der Integrine avB5, avB3, und a581 (In-
tegrin crosstalk) moglich sein, und die Diskrepanz der Ergebnisse
zwischen Integrin Knockout Mdusen und den Ergebnissen die mit
Integrinhemmenden Antikdrpern erzielt wurden, gekladrt werden
kdnnen. Diskrepant ist, dass Antikdrper gegen avB3 und avB5 die
Angiogenese blockieren, wahrend hingegen Knockout Mause (83-,
B3/B5-) eine verstarkte Angiogenese und Tumorwachstum zeigten.
Um die Funktion/Interaktion der Integrine wahrend der Angioge-
nese in vivo beurteilen zu kénnen, werden die generierten und
charakterisierten Intradiabodies an verschiedenen Tumormodellen
auch umfassend in vivo evaluiert werden.

Lymphome

Ein weiteres zentrales Thema sind molekulare Untersuchungen die
zur Aufklarung der Mechanismen der B-Zell-Transformation beitra-
gen sollen. B-Zell-Lymphome entstehen in der Regel aus Keimzen-
trums B-Zellen. Die bisherigen Erkenntnisse tiber die Entstehung
dieser Lymphome leiten sich zum grofiten Teil von Forschungs-
arbeiten ab, bei denen mit Tumorzelllinien oder Mausmodellen
gearbeitet wurde.

Wirhaben eine Technik entwickelt, die es uns erméglicht, poten-
tielle Onkogene in gesunden Keimzentrum B-Zellen zu exprimieren
und Genexpressionsprofile zu erstellen und damittranskriptionelle
Veranderungen zu erfassen, die sehr kurzfristig nach Einbringen
des entsprechenden Gens erfolgen.

Das Epstein-Barr-Virus wird hdufigin den Tumorzellen verschie-
denerB-Zell-Lymphome nachgewiesen und als wichtiger Faktor bei
der Entstehung dieser Tumoren angesehen. Wir konnten zeigen,
dass die Expression des latenten Epstein-Barr-Virus Onkoproteins
LMP1 in gesunden Zellen zu einer signifikanten Verdnderung im
Genexpressionsprofil fiihrt, welches dem Profil des klassischen
Hodgkin Lymphoms (cHL) dhnelt. Die Expression von LMP1 ist unter
Anderem mit einerverringerten Auspragung von B-zellspezifischen



Genen assoziiert und mit einer vermehrten Expression von Genen,
die durch den NF-«B Signalweg positiv beeinflusst werden. Dieser
Signalweg ist beim cHL konstitutiv aktiv; der Verlust der B-Zell-
identitat ist ein klassisches Merkmal der Hodgkin Reed Sternberg
Zellen. Wir gehen daher davon aus, dass das EBV Protein LMP1
eine entscheidende Rolle bei der Initiierung des cHL hat. Derzeit
untersuchen wir die Wirkung weiterer EBV Proteine sowie einiger
Zielgene, die durch EBV Proteine reguliert werden. Diese Arbeiten
fiihren wir in Kooperation mit dem /Institute for Cancer Studies der
Universitat Birmingham durch.

In einem weiteren Projekt untersuchen wirin engerZusammen-
arbeit mit der Abteilung Hamatologie & Onkologie die Wirkung des
MYC Onkogens in Keimzentrum-B-Zellen. Die deregulierte MYC Ex-
pression ist ein Charakteristikum verschiedener Non Hodgkin Lym-
phome (NHL), wie zum Beispiel dem Burkitt Lymphom (BL) und dem
diffus grofizelligen B-Zell- Lymphom (DLBCL). Wir wollen die Frage
beantworten, welchen Einfluss eine vermehrte MYC Expression auf
B-Zellen des Keimzentrums hat und ob diese Expression ausreicht,
um einen Tumorphédnotyp zu erzeugen.

1.
Oncologic biomolecular basic research

Integrins

Angiogenesis and integrins play a central role in tumour growth
and metastasis. Research goal of one project is the generation of
bifunctional, tetravalent intradiabodies against the integrins avb3,
a5b1 and avb5 to achieve a phenotypic knockout. Specific, high-
affinity Fab antibodies against avb3, a5b1 and avb5 are selected
via phage-display. From those scFvis generated to construct bispe-
cific and tetravalent intradiabodies. Intradiabodies can knockout
selectively the function of a protein. Intradiabodies are expressed
in the endoplasmatic reticulum (ER) to ablate the functions of the
integrins avb3, a5b1 and avb5 separately, simultaneously and in
different combinations. This should help to verify the role and de-
termine the physiologicaland pathological relevance ofthose integ-
rins duringtumourangiogenesis. Intradiabodies are more effective
than scFvintrabodies regarding half-life, duration of the functional
knockoutand the possible double-targeting. In addition they allow
to constantly analyse the regulatory mechanism of the cell, without
disturbing the natural equilibrium of the cell because they do not
create an artificial situation asin classical knockout mice. Therefore
scientific conclusions regarding the function, the relevance and the
interaction between the integrins avb3, a5b1 and avb5 (integrin
crosstalk) should be possible. Antibodies against avb3 and avb5
are clinically used to block angiogenesis, whereas it was demon-
strated recently that b3-, b3/b5- knockout mice show enhanced
angiogenesis and tumour growth. The generated intradiabodies
should help to clear this scientific bias. To evaluate the function
and interaction of the integrins during angiogenesis in vivo mouse
studies will also be performed.
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Lymphomas

Another focus of our research is to analyse the molecular mecha-
nisms of B cell transformation. The majority of B cell ymphomas
are derived from germinal centre B cells. Most of the findings about
the development of B cell lymphomas come from studies in tu-
mour cell lines or mouse models. We have developed a technique
that enables us to express potential oncogenes in untransformed
germinal centre B cells and to establish gene expression profiles
to monitor transcriptional changes shortly after the expression of
the gene of interest.

The Epstein Barr virus is frequently found in tumour cells of
several B cell lymphomas and is seen as a major factor for the de-
velopment of these tumours. We have demonstrated that expres-
sion of the latent Epstein Barr virus oncoprotein LMP1 leads to
significant gene expression changes in untransformed cells that re-
semble the gene expression profile of classical Hodgkin lymphoma
(cHL). LMP1 expression is associated with a reduced expression
of B cell specific genes and an enhanced expression of genes that
are positively regulated by the NF-kB signalling pathway. The activ-
ity of this pathway is constitutive in cHL; the loss of B cell identity
is a hallmark of Hodgkin Reed Sternberg cells. Thus, we conclude
that the EVB protein LMP1 plays a significant role in the initiation
of cHL. Currently we are investigating the effects of other EBV pro-
teins and effects of EBV cellular target genes. These studies are
performed in collaboration with the Institute for Cancer Studies at
the University of Birmingham .

In collaboration with the Department of Haematology and On-
cology we are currently investigating the effects of the MYC onco-
gene in germinal centre B cells. Deregulated MYC expression is a
hallmark of Non Hodgkin lymphomas (NHL), including Burkitt lym-
phoma (BL) and diffuse large B cell lymphoma (DLBCL). We seek to
answer the question of what effects an enhanced MYC expression
in germinal centre B cells has and whether this expression is suf-
ficient to induce a tumour phenotype.
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2.
Neuroonkologie

Die Gruppe maligner Hirntumoren reprdsentiert die hdufigste Enti-
tat solider Malignome des Kindesalters. Die Prognose ist weiterhin
schlecht, da chirurgische MaBnahmen aufgrund vitaler Gefadhrdung
nichtradikal sein konnen und die Penetration von Chemotherapeu-
tika in das zentrale Nervensystem aufgrund der Blut-Hirn-Schranke
unzureichend ist. Oft entwickelt sich zudem eine Therapieresistenz.
ZurVerbesserung der Therapie von Hirntumoren, z.B. Gliomen, ver-
folgen wir mehrere Strategien:

> Mittels intraarterieller Applikation kurzkettiger Alkylglycerine
gelang uns in experimentellen Tiersystemen die Offnung der
Blut-Hirnschranke und damit die intrazerebrale Penetration
pharmakologisch wirksamer Substanzen. Auch potentiell zur
Gliomtherapie nutzbare Antikdrper konnen mit Hilfe der Alkyl-
glycerine die Blut-Hirnschranke tiberwinden. Gute Steuerbarkeit
und geringe Nebenwirkungsraten lassen auf die zukiinftige kli-
nische Nutzung dieses Ansatzes hoffen. Durch Kopplung fluo-
reszierender Farbstoffe verfolgen wir den Verbleib der Globuline
in vivo mittels molecular imaging.

> Wir konnten Erucylphosphocholin als neues tumorsupprimieren-
des Molekdl identifizieren, welches die Bluthirnschranke iiber-
windet, gegen konventionelle Chemotherapeutika resistente
Tumorzellinien effektiv supprimiert und kaum Nebenwirkungen
besitzt. Wiridentifizieren gegenwartig den Wirkmechanismus und
untersuchen insbesondere die durch Erucylphosphocholin modu-
lierten Signaltransduktionswege und Apoptosemechanismen.

> Glioblastomzellen sezernieren viele Zytokine, darunter Transfor-
ming-growth-factor beta (TGF-B). Dieserist unter Anderem fiir die

unzureichende Immunantwort auf den Tumor mitverantwortlich.
Auch aufin den Tumor einwandernde Makrophagen nimmt TGF-3
Einfluf. In unseren in vivo-Versuchen mit immunkompetenten
Mé&usen wachsen subkutan implantierte murine Gliomzellen
unter Behandlung mit einem TGF-B inhibierenden Antikérper
nicht an. Im Gegensatz dazu fiihrt die Antikérperbehandlung
subkutan implantierter Gliome in immundefizienten Mdusen,
im Vergleich zu Kontrollen, zu gréf3eren Tumoren.

> Kirzlich konnte gezeigt werden, dass Semaphorin-3F (s3f), das
zu den Klasse-3-Semaphorinen zdhlt, die TumorgefaBentwick-
lung hemmt. Ferner gibt es erste Hinweise, dass Neuropiline,
die Rezeptoren der Klasse-3 Semaphorine, bei der Entwicklung
und der Progression maligner Hirntumoren eine Rolle spielen.
Wesentliches Ziel unseres Forschungsvorhabens ist es daher,
die antiangiogenen und antitumorésen Wirkungen von Klasse-3-
Semaphorinen bei Hirntumorzelllinien in Mausmodellen in vivo
zu untersuchen. Dazu werden Semaphorin tiberexprimierende
Gliomzelllinien verwendet, die durch lentivirale Transfektion
hergestellt wurden.

> Die fuir die DNA-Replikation essentiellen ,,minichromosome
maintenance” Proteine MCM2-7 spielen eine zentrale Rolle bei
der Zellteilung. lhre Uberexpression in zahlreichen Tumoren ist
mit einer schlechten Prognose gekoppelt. MCM-Proteine stellen
daher universelle Zielstrukturen fiir eine therapeutische Inter-
vention bei Krebserkrankungen dar. Wir arbeiten an Strategien,
die Expression dieser Proteine in malignen Gliomzellen gezielt
zu unterdriicken, um dadurch das ungeziigelte Wachstum dieser
Zellen zu verhindern.

> In einem weiteren Projekt untersuchen wir die Wirksamkeit
neu konstruierter onkolytischer Herpesviren gegeniiber bos-
artigen Hirntumoren. Dazu wird unter Anderem das moderne
Bildgebungsverfahren des in vivo Biolumineszenz-Imaging
eingesetzt.

2.
Neurooncology

Brain tumours constitute the largest group of solid malignancies
in childhood. Prognosis is still poor as surgical approaches cannot
be radical due to vital threat and penetration of chemotherapeutic
drugsisinsufficientdue to the blood-brain barrier. Additionally, the
tumours often develop a therapy resistance. To improve clinical
outcome in tumours of the central nervous system, e.g. gliomas,
we have developed several strategies:

> Viaintra-arterialadministration of short chain alkyl glycerols, we
succeeded in opening the blood-brain barrierin animal models,
permitting the intracerebral penetration of pharmacologically ac-
tive drugs. The alkylglycerol-mediated increase in drug delivery
to the CNS could be modulated effectively and no adverse side
effects were observed, suggesting the future clinical applicability
of this approach. Fluorescence —coupled globulins are used to
visualize their fate in vivo with molecular imaging.



> We identified erucylphosphocholine as a novel anti-neoplastic
drug, which crosses the blood-brain barrier, is effective against
tumour cell lines resistant to conventional cytostatic drugs and
has few side effects. We are currently investigating its molecu-
lar mechanisms of action with a focus on signal transduction
pathways and apoptotic mechanisms.
Glioblastoma cell lines produce the cytokine transforming-
growth-factor beta (TGF-B) which is, among others, responsible
for the immune surveillance of the tumour. In our experiments
using immune competent mice, subcutaneous implanted glio-
mas did not grow under treatment with a TGF-B inhibiting anti-
body. In contrast to this the antibody-treatment of subcutaneous
gliomas in immune deficient mice led to increased size of the
tumours compared to controls.
Recently, it has been shown that semaphorin-3F (s3f), a class
3 semaphorin, inhibits tumour vascular development. There
are also some hints that neuropilins, the receptors of class-3
semaphorins play a role in development and progression of
malignant brain tumours. The aim of our research is therefore,
to investigate the anti-angiogenic and anti- tumour effects of
class-3 semaphorins in human glioma cell lines in vitro as well
as in nude mice in vivo. For that, semaphorin overexpressing
cells produced through lentiviral transfection are used.
Minichromosome maintenance proteins MCM 2-7 play a piv-
otal role in regulating DNA replication. They are only weakly
expressed in terminally differentiated normal tissues, while
upregulation of these proteins in several cancers, including
glioma, has been shown to be associated with a poor progno-
sis. We are interested in evaluating the effects of MCM3 gene
suppression by RNA interference (RNAI) in malignant glioma.
Effects are analyzed in cell culture with different human glioma
cell lines as well as in vivo in mice using the highly sensitive
bioluminescence imaging technique.
> \We also examined newly constructed oncolytic herpes simplex
viruses as a tool for oncolytic therapy of brain tumours and for
non-invasive imaging of viral replication and oncolysis.
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3.
Padiatrische Hamatologie

Hdmatopoetisches System

Die Abteilung betreut eines der bundesweit gréfiten Klientel an
Patienten mit genetisch-determinierten Storungen der Hamatopo-
ese, darunter Patienten mit B-Thalassamie und Erythrozytenmem-
bran- und enzymdefekten (als Folge von Genmutationen von An-
kyrin, Spektrin, Glucose-6-Phosphat-Isomerase, Pyruvat-Kinase,
Triosephosphat-Isomerase und Diaphorase). Die Pathogenese der
Krankheiten ist unklar und therapeutische Ansétze sind sympto-
matisch und oft wenig effektiv. Ziel unserer Arbeiten ist erstens ein
besseres Verstandnis der Pathophysiologie und zweitens die Ent-
wicklung innovativer, an den molekularen Ursachen orientierter
Therapiekonzepte. Die Arbeiten werden in Kooperation mit inner-
deutschen Partnern und im europaweiten Verbund durchgefiihrt.

Vaskuldres System
Die Mechanismen der normalen Blut- und LymphgefaBentwicklung
sind kaum definiert. Himangioblasten differenzieren sich in An-
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gioblasten, in unreife Gefdanetze und schlieBlich in funktionelle
BlutgefdBe. Diese Prozesse sind Ergebnis eines prazisen Zusam-
menspiels gefdfispezifischer Mediatoren und ihrer Rezeptoren,
darunter Mitglieder des Ephrin-Signaltransduktionssystems. Sie
instruieren die Differenzierung unreifer Endothelien in Venolen oder
Arteriolen. Wird das System tierexperimentell gestort (z.B. durch
Ausschalten des Liganden Ephrin-B2 oder des entsprechenden
Rezeptors Eph-B4), so resultieren BlutgefaBmalformationen mit
Aufhebung der vends-arteriellen Grenzen und Spezifizierung. Ob
Storungen des Ephrin-Signaltransduktionssystems an Gefafimal-
formationen des Kindesalters beteiligt sind, ist bislang unklar. Wir
konnten erstmals das Expressionsmuster von Ephrin-B2/Eph-B4
im venosen und arteriellen System des Menschen zeigen. Lymph-
gefdfie entwickeln sich erst spater aus unreifen vendsen Gefafien
oder eigenen Vorlduferzellen. Der Homeobox-Transkriptionsfaktor
Prox-1 ist daran essentiell beteiligt. Entsprechend findet man ihn
selektiv in LymphgefaBen exprimiert. Auch die molekulare Patho-
genese von Lymphgefdamalformationen ist wenig untersucht. Mog-
licherweise spielen Alterationen von Prox-1 eine wichtige Rolle,
denn das Ausschalten (,,Knockout) von Prox-1 istim homozygoten
Tier letal, im heterozygoten Tier mit fehlender Lymphgefafentwick-
lung und intestinaler Lymphansammlung assoziiert. In Prdparaten
humaner Lymphgefdafmalformationen mochten wir die Prox-1 cDNA
sequenzieren und nach méglichen Mutationen durchsuchen.

3.
Pediatric haematology

Haematopoietic system

Within Germany our department attends one of the largest
groups of clients with genetically determined diseases, including
B-thalassemia and defects of erythrocyte membranes and enzymes
(consequentto mutations of the ankyrin, spektrin, glucose-6-phos-
phateisomerase, pyruvate kinase, triosephosphate isomerase und
diaphorase genes). The pathogenesis of these diseases remains
unclear and therapeutic approaches are symptomatic and often
ineffective. Main aim of our research work is firstly to better un-
derstand their pathophysiology, and secondly to develop novel
therapeutic concepts targeting the molecular disease causes. Our
work is carried out in collaboration with partners within Germany
or other European countries.

Vascular system

The mechanisms of normal blood and lymph vessel development
areill-defined. Haemangioblasts differentiate into angioblasts, im-
mature vascular networks and eventually into functional blood ves-
sels. These processes are the result of a precise interplay of vessel-
specific mediators and their receptors, including members of the
ephrin signaltransduction system. They instruct the differentiation
ofimmature endotheliumintovenoles and arterioles. Experimental
disruption of the system in animals (for example, by “knock-out”
of the ligand ephrin-B2 or the respective receptor, Eph-B4) results
in blood vessel malformations, with a loss of the venous-arterial

boundaries and specification. Whether alterations of the ephrin
signal transduction system are responsible for vascular malforma-
tions in childhood remains unclear. We have recently found the ex-
pression pattern of ephrin-B2 / Eph-B4 in the human arteriovenous
system. Lymph vessels develop somewhat later from immature ve-
nousvessels orseparate precursor cells. The homeobox gene Prox-1
istherebyinvolved in an essential manner. As a consequence, it is
selectively expressed in lymphvessels. The molecular pathogenesis
of lymphatic malformations is seldom investigated. Alterations of
Prox-1 may be causally involved as homozygous or heterozygous
Prox-1 “knock-out” animals die in utero or lack lymphatic devel-
opment and suffer from intestinal lymph accumulation. In human
preparations of lymphatic vessel malformations, we try to sequence
and screen Prox-1 for possible mutations.
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