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Einleitung

Die Abteilung Nephrologie und Rheumatologie flihrte in ihren
wissenschaftlichen Schwerpunkten die grundlagen- und kli-
nisch-orientierten Forschungsarbeiten zur Pathogenese und
Therapie von Nieren- und Hochdruckkrankheiten sowie von
Autoimmunerkrankungen erfolgreich fort.

Die grundlagen-orientierten Projekte analysieren immu-
nologische, molekulare und zelluldre Prozesse der renalen
Fibrogenese (Epithelial mesenchymale Transition EMT), Regu-
lationen renaler Transportfunktionen, genetische, hormonell /
medikamentds bedingte Grundlagen von Hochdruckerkran-
kungen, sowie T-Zell-abhdangige Zytokin- und Chemokinver-
anderungen der Rheumatoiden Arthritis und Nierenerkran-
kungen. Genetisch modifizierte Tierstamme (z.B. Alport-Syn-
drom) wurden etabliert und Verfahren zur Gewinnung (auch
experimentelle Therapieansatze) adulter hamatopoetischer
und mesenchymaler Stammzellen entwickelt. Der Einsatz von
fp-VCT und ,eXplore Optix” (Kooperation mit Abt. Diagnosti-
sche Radiologie) sowie die Weiterentwicklung von Verfahren
des ,optical and molecular imaging” ermdglichen nicht inva-
sive Untersuchungen an lebenden Tieren.

In Kooperation mit der Abteilung Klinische Chemie wurde
eine zentrale ,Proteomplattform” fiir den BHG errichtet. Alle
technischen Verfahren sind im Einsatz (2 D-Gelelektrophorese,
2 DIGE, massenspektrometrische Verfahren). In der internati-
onalen Organisation HUPO (Human Proteom Organisation)
spielt die Abteilung im Bereich der ,Nieren- und Urinproteo-
mics” eine flhrende Rolle.

In den klinisch-orientierten wissenschaftlichen Program-
men werden neue Ansdtze zur Pravention bzw. Reversion von
progressiven Nierenerkrankungen entwickelt. Dialyse- und
Aphereseverfahren sollen hinsichtlich Biokompatibilitat und
Effektivitat verbessert werden.

Fir individuelle zelluldre Therapieansétze zur Behandlung
des metastasierenden Nierenzellkarzinoms wurden in Koo-
peration mit Prof. Dr. E. Neumann (Universitat Bielefeld) die
physikalisch-chemischen Bedingungen zur elektroporativen
Zell-Zellfusion standardisiert.

In die Diagnostik von Nieren- und rheumatischen Erkran-
kungen wurden neue, auf Proteomanalytik basierende Verfah-
ren eingefiihrt und zur zelluldren und Gewebeanalytik laser-
gestltze mikroskopische Untersuchungstechniken mit dem
Laserscaning Zytometer (iCys®, Compucyte®) etabliert.

Neue Bildgebende Verfahren der Laserscan-, Ultraschall-
und NMR-Analytik (eigenes ,Rheuma-MRT") zur Darstellung
und Quantifizierung von Entzlindungsreaktionen wurden
evaluiert.

In Kooperation mit der Firma Fresenius MedicalCare® wur-
de das Applikations- und Servicezentrum (ASZ) zur Durch-
fuhrung von Apherese- und Immunadsorptionsverfahren
weiterentwickelt.

Das Regional Kooperative Rheumazentrum Gottingen e.V.
ist in der Abteilung Nephrologie und Rheumatologie ange-
siedelt. Es fordert die klinische und wissenschaftliche Zusam-
menarbeit zwischen den beteiligten Abteilungen des BHG

sowie den niedergelassenen Arzten, Rheuma- und Rehabilita-
tionskliniken und verbessert die Versorgung der Patienten.

Die Projekte werden geférdert durch DFG, BMBF, Europa-
ische Union, NIH, Forschungsférderungsprogramme der Me-
dizinischen Fakultdt, Landesstiftung Baden-Wirttemberg und
Industrie.

Die Abteilung hat zur wissenschaftlichen Ausbildung in
den Bereichen Nephrologie und Rheumatologie durch Betreu-
ung von Doktoranden und Postdoktoranden beigetragen und
engagierte sich im Studiengang ,Molekulare Medizin”. Drei
Mitarbeiter wurden habilitiert, ein weiterer befindet sich im
Habilitationsverfahren. Ein Oberarzt der Abteilung wurde zum
Chefarzt an einem auswartigen Krankenhaus ernannt.

Preface

The Department of Nephrology and Rheumatology has suc-
cessfully expanded the activities of basic and clinical research
in the pathogenesis and therapy of renal diseases, hyperten-
sion, joint and other autoimmune diseases.

Basic research projects focused on immunology, the mo-
lecular and cellular processes of renal fibrogenesis (epithelial
mesenchymal transition EMT), the regulation of renal trans-
port function, genetic, endocrine or pharmacological causes
of hypertension as well as on T-cell dependent cytokine and
chemokine alterations in rheumatoid arthritis and renal dis-
eases. Different animal models (e.g. Alport syndrome) have
been established and techniques were built up to generate
human adult hematopoietic and mesenchymal stem cells. Fur-
thermore, optical and molecular imaging techniques were in-
troduced (e.g. Laser scanning cytometer iCys®, Compucyte®).

In cooperation with the Department of Clinical Chemistry
an interdisciplinary platform for proteome analysis was cre-
ated. All techniques are performed (2-D gel electrophoresis,
DIGE, all mass spectrometric techniques). In the renal section
of the Human Proteome Organisation (HUPO) our Department
plays a major role for the analysis of the renal and urinary
proteome.

In cooperation with the Department of Radiology and oth-
ers departments new strategies for in vivo imaging procedures
in living animals were established (e.g. fp-VCT, eXplore Optix).

In the clinical research programmes new therapeutic ap-
proaches were evaluated for the treatment of chronic renal
and autoimmune diseases. Diagnostic strategies based on
proteome analysis were introduced. To treat metastatic renal
cell carcinoma by individualized cell therapy the protocol for
electroporative cell-cell fusion was standardized in coopera-
tion with Prof. Dr. E. Neumann (University of Bielefeld). Effi-
cacy and biocompatibility of dialysis and apherese techniques
were further improved. In cooperation with Fresenius Medical
Care® the established Application and Service Centre (ASZ) for
Apheresis and Immunoadsorption was consolidated and fur-
ther developed.

The research projects of the Department were funded
by the DFG, NIH, BMBF, the European Union, the Research



Bereich Humanmedizin Gottingen Forschungsbericht Research Report 2003 -2005

Programme Funds of the Medical Faculty, as well as by the
Landesstiftung Baden-Wirttemberg and industry.

The Department leads the “Regional Cooperative Centre of
Rheumatic Diseases Goéttingen e.V!. This centre in cooperation
with the local physicians and hospitals for rehabilitation will
improve the medical care of rheumatic patients. It provides
the structural platform for clinical research of rheumatic dis-
eases and thus supports new developments in the clinical di-
agnosis and treatments such as the “Rheuma-MRT’, laserscan
and ultrasound technology.

In the Department several medical students performed
their thesis in nephrology and rheumatology. Furthermore, the
department is engaged in the education of students studying
molecular medicine. Three fellows obtained their habilitation.
One of the consultants became chief physician of a regional
hospital.

1. Pathogenese und Therapie der Nieren- und
Hochdruckkrankheiten

Pathophysiologie und Therapie der chronisch progre-
dienten Niereninsuffizienz (Prof. Dr. Frank Strutz)

Unsere Arbeitsgruppe analysiert die Pathophysiologie der
tubulointerstitiellen Fibrose und versucht so neue therapeu-
tische Alternativen zu entwickeln. Ein Hauptschwerpunkt der
Arbeit unseres Labors sind Untersuchungen zu der von un-
serer Arbeitsgruppe erstmalig beschriebenen epithelial-mes-
enchymalen Transition. Darunter versteht man die phéanoty-
pische Umwandlung einer tubuldren Epithelzelle in eine mes-
enchymale interstitielle Zelle, die aktiv an der Synthese von
extrazelluldrer Matrix beteiligt ist. BMP (,bone morphogenetic
protein”“)-7 kann die epithelial-mesenchymale Transition ver-
hindern und hat damit einen ausgepragten antifibrotischen
Effekt. In aktuellen Untersuchungen wird die Bedeutung von
BMP-7, aber auch von anderen BMPs, fiir die renale Fibrogene-
se untersucht. Dabei geht es um Interaktionen von BMPs mit
Bestandteilen der extrazelluldren Matrix sowie mit Komponen-
ten des Renin-Angiotensin-Aldosteronsystems. Ein weiterer
Schwerpunkt des Labors liegt in der Analyse der Bedeutung
von verschiedenen Zytokinen, insbesondere von Fibroblasten-
wachstumsfaktor (FGF-2) fur die renale Fibrogenese.

Erbliche Nierenerkrankungen, Priivention der Nierenfibrose
am Alport-Tiermodell, Rolle der Kollagenrezeptoren bei der
Entstehung der Nierenfibrose (PD Dr. Oliver Gross)

Die erblichen Typ IV Kollagenerkrankungen Alport Syndrom
(AS) und familidare benigne Hamaturie (FBH) werden im Men-
schen und Tiermodell untersucht. So konnte erstmals eine
Therapie fir das AS gefunden werden: Der ACE-Hemmer
Ramipril verzdgerte die Niereninsuffizienz deutlich. Weiter-
fuhrende Versuche wurden mit AT1-Antagonisten, Vasopep-
tidaseinhibitoren, Statinen, Chemokinrezeptorantagonisten
und Stammzellen durchgefiihrt. Dabei steht die Interaktion
der extrazelluldren Matrix mit umliegenden Zellen tber Kol-
lagenrezeptoren im Mittelpunkt. Die Forschung soll helfen,
neue Therapieansatze fiir chronische Nierenerkrankungen mit

erworbenen Matrixverdnderungen (Diabetes mellitus, glome-
ruldre Entziindung) zu entwickeln.

Die Bedeutung von Fractalkine auf die Progression der tu-
bulo-interstitiellen Fibrose (Dr. med. Michael Koziolek)
Fractalkine (CX5C-L) ist das einzige Chemokin, dessen Rezep-
torexpression auf intrinsischen Zellen nachgewiesen wurde.
Wir fanden eine de-novo Expression von CX;C-R auf humanen
renalen Fibroblasten unter dem Einfluss von oxidativem Stress.
Uber das Paar CX;C-L/CX;C-R werden Aspekte der Fibrose
(Migration, Proliferation, Auto-induktion) reguliert. Im Tiermo-
dell der Folatnephropathie zeigte sich eine gute Korrelation
der CX;C-L-Expression und Markern der tubulointerstiellen
Fibrose.

Therapeutische Apherese und extrakorporale,,Nieren-
ersatzverfahren” (Dr. med. Michael Koziolek)

In der Abteilung werden extrakorporale Aphereseverfahren
zur Behandlung verschiedener Erkrankungen eingesetzt. In
einer retrospektiven Auswertung wurden die Effizienz der ver-
schiedenen LDL-Aphereseverfahren sowie das Auftreten von
Endorganschdden in der Langzeittherapie analysiert. Dabei
zeigte sich eine sehr gute Vertrdglichkeit bei einer drastischen
Reduktion von Endorganschaden.

Durch Proteomicsanalysen wurden die verschiedenen LDL-
Aphereseverfahren hinsichtlich der Elimination funktioneller
Proteine analysiert. Darliber hinaus wurden die Effekte der
LDL-Apherese auf molekulare Mechanismen pro-atheroskle-
rotischer Vorgange untersucht.

Stammzellforschung (Dr. rer. nat. Johannes Wessels)

Hier liegt der wissenschaftliche Schwerpunkt auf einer moég-
lichen ex-vivo Expansion verschiedener Stammzellpopulati-
onen unter definierten Zellkulturbedingungen. Besonderes
Interesse gilt der Expression von Mitgliedern der Matrixme-
talloproteinase-Familie (MMP, ADAM, ADAM-TS) auf humanen
hamatopoetischen Stammzellen der Nabelschnur und deren
Einfluss auf Differenzierung und Mobilisierung.

Seit 2004 werden in der Arbeitsgruppe verschiedene hu-
mane Stammzellpopulationen auf ein mit definiertem tubu-
larem Schaden versehenes Mausmodell (Amphotericin-B in-
duzierter Nierenschaden) xenotransplantiert. Das besondere
Augenmerk gilt dabei einer méglichen optimierten Integrati-
on und Migration dieser Zellen in das Nierengewebe.

1. Pathogenesis and Therapy of Kidney
Diseases and Arterial Hypertension

Pathophysiology and Therapy of Chronic Progressive Renal
Disease (Prof. Dr. Frank Strutz)

Our group analyzes the pathophysiology of tubulointerstitial
fibrosis in order to develop potential novel therapeutic strate-
gies. The main focus of our research has been the process of
epithelial-mesenchymal transition. This process is character-
ized by the phenotypic differentiation of a tubular epithelial
cell into a mesenchymal interstitial cell and was first described
by our group. The process is induced by certain cytokines such
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as FGF-2 and TGF-31, as well as by disruption of the tubular
basement membrane. Bone morphogenetic protein (BMP)-
7 is able to inhibit epithelial-mesenchymal transition and is
thus able to halt renal fibrogenesis. Current studies examine
the role of the various BMPs in progressive kidney failure, par-
ticularly their interaction with components of the extracellular
matrix and the renin-angiotensin-aldosteron-system. An addi-
tional focus of our work has been to study the significance of
various cytokines, particularly of basic fibroblast growth factor
(FGF-2) in renal fibrogenesis.

Hereditary Renal Diseases, Prevention of Renal Fibrosis in
an Alport-Animal Model and the Role of Collagen Receptors
in the Development of Renal Fibrosis (PD Dr. Oliver Gross)
The hereditary type IV collagen diseases Alport syndrome
(AS) and familial benign hematuria (FBH) are investigated
in humans and in animal models. This resulted in the first
potential therapy of AS: the ACE-inhibitor ramipril markedly
delayed renal fibrosis. Further studies involved AT1-blockers,
vasopeptidase-inhibitors, chemokine-receptor-antagonists,
statins and stem cells. Further research in these animals might
serve to develop new therapeutic options like blockade of
type IV collagen receptors in renal diseases with acquired
changes of the glomerular matrix such as diabetes mellitus
and glomerular inflammation.

The Role of Fractalkine on Progression of Tubulointerstitial
Fibrosis (Dr. med. Michael Koziolek)

Fractalkine (CX5C-L) is the only chemokine of which the expres-
sion of its receptor on intrinsic cells was shown. We found a de
novo expression of CX;C-R in human renal fibroblasts under
oxidative stress. Aspects of fibrosis (cell migration, prolifera-
tion, auto-induction) are regulated by the chemokine/chem-
okine-receptor pair. In an experimental animal model of folic
acid nephropathy we found a good correlation of CX;C-L ex-
pression and markers of tubulointerstitial fibrosis.

Therapeutic Apheresis and Renal Replacement Therapy

(Dr. med. Michael Koziolek)

In our department several methods of extracorporal apheresis
are used for the therapy of a broad spectrum of diseases. In a
retrospective study we analysed the efficacy of the different
therapeutic methods in LDL-cholesterol and end organ dam-
age reduction. We found a good compeatibility of the several
methods with a drastic reduction of end organ damages.

The elimination of functional relevant proteins was inves-
tigated using the techniques of proteome analysis. Further-
more, effects of LDL-apheresis on molecular mechanisms of
atherosclerosis (expression of inflammatory cytokines, cell mi-
gration, proliferation, apoptosis, necrosis) are currently under
investigation.

Stem Cell Research (Dr. rer. nat. Johannes Wessels)

To expand different stem cell populations’ ex-vivo under de-
fined cell culture conditions is the main focus of our scientific
group. The expression of members of the metallomatrix-pro-
teinase family (MMP, ADAM, ADAM-TS) on human hematopo-
etic stem cells — derived from cord blood - and their influence
on differentiation and mobilization is one of our key interests.

Since 2004 we have established a xenotransplantation model
with defined tubular damage in which human male cord blood
derived stem cells are transplanted into murine kidneys. Our
attention is turned to optimized integration and migration of
these human stem cells into murine kidney tissue, damaged
by Amphotericin-B treatment before transplantation.
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2. Autoimmunerkrankungen — Rheumatoide
Arthritis (RA)

Immunologie und Therapie der RA - Funktionelle Bedeu-
tung aktivierter T-Lymphozyten fiir die Pathogenese der
Rheumatoiden Arthritis (PD Dr. med. Sabine Blaschke)

Die Rheumatoide Arthritis (RA) ist eine chronisch-entziindliche
Gelenkserkrankung bisher unklarer Atiologie, die zu einer pro-
gredienten Knorpel- und Knochendestruktion betroffener Ge-
lenke fiihrt. Aktuelle Forschungsergebnisse zur Pathogenese
der RA belegen, dass spezielle Subpopulationen aktivierter
T-Lymphozyten den inflammatorischen Prozess wesentlich
unterhalten.

Ziel des Forschungsschwerpunktes ist es, die pathogene-
tische Rolle dieser T-Lymphozyten auf der Ebene T-Zell-asso-
ziierter Zyto- und Chemokine zu charakterisieren und auf der
Basis dieser Untersuchungen T-Zell-gerichtete therapeutische
Strategien zu entwickeln.

Zunachst wurden neue molekularbiologische und protein-
chemische Methoden zur Charakterisierung der Prdsenz und
FunktionT-Zell-spezifischer Zytokine und Chemokine etabliert.
Durch eine enge Kooperation innerhalb des Regional Koope-
rativen Rheumazentrums Gottingen steht ein umfangreiches
Probenkollektiv zur Verfiigung. Dabei konnte im Rahmen des
Forschungsschwerpunktes die pathogenetische Funktion des
Zytokins IL-16, des T-Zell spezifischen Chemokins Lymphotak-
tin/ATAC (XCL1) sowie der T-Zell assoziierten Chemokine I-309,
RANTES und MDC in vitro charakterisiert werden. Auf Grund-
lage dieser Untersuchungen wurde schlielich der immun-
modulatorische Einfluss von Statinen auf die pathogenetisch
relevanten Zellpopulationen der RA in vitro analysiert. Aktuell
ist die Analyse weiterer antiinflammatorisch wirksamer Subs-
tanzen in vitro und in vivo im Tiermodell der RA (Kollagen-Typ
Il induzierte Arthritis) geplant.

Experimentelle und konventionelle Bildgebung in der
Rheumatologie (PD Dr. med. Alexander Scheel)
Forschungsschwerpunkt der AG ist der Vergleich bildgebender
Verfahren in der Diagnostik und Verlaufsbeurteilung von ent-
zlindlichen Verdanderungen an Fingergelenken bei Patienten
mit RA. Unsere Arbeitsgruppe beschaftigt sich mit der Validie-
rung und Standardisierung der ,Arthrosonographie” und den
experimentellen ,Laser optischen Methoden” im Vergleich zur
MRT.

Die Arthrosonographie wurde als Methode zur Diagnostik
und Verlaufsbeurteilung von entziindlichen Verdnderungen
an kleinen Fingergelenken bei RA-Patienten unter Berlick-
sichtigung der ,Reliabilitat” unter den Untersuchern evaluiert.
In diesem Rahmen haben wir einen standardisierten Synovi-
tis Score entwickelt, welcher wesentlich zur Vereinfachung
der Diagnostik von Synovitis an kleinen Fingergelenken bei
RA Patienten beitragen konnte. In einer ersten Langzeit-Ver-
laufsbeurteilung tber 7 Jahre mit 3 bildgebenden Verfahren
konnten wir zeigen, dass Arthrosonographie mit Anwendung
des kiirzlich entwickelten Synovitis Scores und MRT niitzliche
bildgebende Verfahren zur Verlaufsbeurteilung von Synovitis
und Erosionen sind.
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Ein weiterer Forschungsschwerpunkt liegt in der Evaluie-
rung neuer Laser optischer Methoden sowie Klassifizierung
der Laserbilder entsprechend dem Grad der Entzlindung des
Fingergelenks. In einer ersten klinischen Studie im Vergleich
zur Arthrosonographie konnten wir zeigen, dass die optischen
Eigenschaften innerhalb eines PIP-Gelenkes mit Synovitis ho-
here Streuungs- und Absorptionskoeffizienten aufweisen als
Gelenke ohne Synovitis.

2. Autoimmune Disorders — Rheumatoide
Arthritis (RA)

Immunology and Therapy of RA - Function of T-cells for the
pathogenesis in Rheumatoid arthritis (PD Dr. med. Sabine
Blaschke)

Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic inflammatory joint dis-
ease of still unknown etiology leading to progressive cartilage
and bone destruction in affected joints. Recent advances in
basic research reveal that specific subpopulations of activated
T-lymphocytes perpetuate the inflammatory process in RA
pathogenesis.

The actual research project focus on characterization of the
pathogenetic role of T-lymphocytes with respect to T-cell-as-
sociated cytokines and chemokines and on the development
of T-cell targeted strategies.

To characterize expression and function of T-cell specific cy-
tokines and chemokines novel methods of molecular biology
and protein chemistry have been established. Due to a good
cooperation within the “Regional Kooperatives Rheumazentrum
Géttingen” a large sample collection exists within the labora-
tory of the Department of Nephrology and Rheumatology. The
functional significance of the cytokine IL-16, the T-cell specific
chemokine lymphotactin/ATAC (XCL1) as well as the T-cell as-
sociated chemokines 1-309, RANTES and MDC were analyzed
in vitro. On the basis of these analyses immunomodulatory ef-
fects of statins were analyzed in different cell populations pre-
viously shown to play an important role in the pathogenesis of
RA. Current research projects will focus on in vitro and in vivo
analyses of other anti-inflammatory substances in an animal
model of RA (collagen type Il induced arthritis).

Experimental and Conventional Imaging in Rheumatology
(PD Dr. med. Alexander Scheel)

Focus of our working group is the comparison of new imaging
techniques in the diagnosis and follow-up analysis of RA fin-
ger joints inflammation. We mainly work on the validation and
standardization of MSUS and experimental new “laser optical
methods” and compare it to MRI.

We evaluated MSUS as a method for diagnosis and follow-
up analysis of inflammatory changes in small finger RA joints
in a reliability study. In this course, we developed a standard-
ized synovitis score, which gave an input for simplification of
diagnosing synovitis in small RA finger joints. In a first long
term 7 year follow-up analysis comparing 3 different imaging
techniques we could show that MSUS and MRI are sensitive

imaging techniques for long term follow up analysis of syno-
vitis and erosions.

One further research focus of our working group is the eval-
uation of laser based imaging techniques and classification of
the laser images according to the degree of inflammation. In
a first clinical study comparing laser imaging techniques to
MSUS, we could show in vivo that optical parameters of PIP-
joints with synovitis had higher absorption and scattering
than joints without synovitis.
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3. Nierenzellkarzinom

In diesem Bereich arbeitet die Arbeitsgruppe an der Optimie-
rung der elektroporativen Zell-Zellfusion (EpZZF) zur Erzeu-
gung von spezifischen Vakzinen. Bis 2004 konnten in intensiver
Zusammenarbeit mit der Universitat Bielefeld, Abteilung fir
physikalische Chemie Il (Prof. Neumann), die grundlegenden
Membranvorgange bei der elektroporativen Zell-Zellfusion
von zwei verschiedenen Zelltypen studiert werden. Diese Ar-
beiten ermdglichen in naher Zukunft eine optimierte Ausbeu-
te bei der Herstellung patientenspezifischer Vakzine mittels
EpZZF. Derzeit wird von der Arbeitsgruppe ein technischer
Prototyp zur EpZZF aufgebaut, der alle bisherigen — in der For-
schung ermittelten — Vorteile vereint.

Parallel dazu beschéftigt sich die Arbeitsgruppe mit Unter-
suchungen zur Antiangiogenesefaktor-Therapie des metasta-
sierten Nierenzellkarzinoms im Mausmodell.

3. Renal Cell Carcinoma

Our main interest is to optimize basic parameters in electropo-
rative cell to cell fusion to produce vaccines more efficiently.
Up to 2004 we have studied the basic membrane processes
during electroporative cell to cell fusion (eCCF). This project
has been carried out as intensive teamwork together with the
Department of Physical Chemistry Ill (Prof. Neumann) at the
University of Bielefeld with focus on two different human cell
types. This work will lead to an optimized yield making pa-
tient specific vaccines via eCCF. Right now we are building up
a technical prototype for eCCF with exceptional advantages.
Furthermore, our group is interested in anti-angiogenesis
therapy of renal cell carcinoma (RCC) in mice.
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4. Proteomanalytik

Proteom-Analytik von Nieren-, Hochdruck-, Autoimmun-,
und Krebserkrankungen

Viele Nieren- und Autoimmunerkrankungen werden in einem
fortgeschrittenen Stadium diagnostiziert. Mit Hilfe der Pro-
teomanalytik sind eine friihzeitige Diagnosestellung und ein
besseres Therapiemonitoring zu erwarten. Gemeinsam mit
der Abteilung Klinische Chemie wurde eine sogenannte ,Pro-
teomics-Plattform” (Leiter: Prof. Dr. GA Mdiller, Prof. Dr. Dr. hc
M Oellerich) aufgebaut, der alle derzeitig géngigen Techniken
(2D-Gelelektrophorese, DIGE, MALDI-TOF, Electrospray-TOF,
Q-TOF, SELDI-TOF etc.) zur Verfiigung stehen. Analysiert wer-
den in unserer Abteilung insbesondere Blut-, Gewebs- und
Urinproben, sowie das Dialysat von Patienten, die sich einer
chronischen Hamodialysebehandlung unterziehen missen.
Analysiert werden primdre und sekundare Nieren- und Hoch-
druckerkrankungen (z.B. diabetische Nephropathie). In Koop-
eration mit nationalen und internationalen Gruppen wurden
im Rahmen von HUPO Standardisierungsprotokolle zur Uri-
nanalytik entwickelt.

Proteomanalytik beim Nierenzellkarzinom (RCC)

Zur Charakterisierung des RCC wurde ein Verfahren zur di-
rekten Analyse der Zelloberflachen Proteine von Tumorzellen
des RCCs etabliert, wobei die intakten Zellen als Proteintrager
dienten. Mit Hilfe von 2D Gelelektrophoresen und MALDI-TOF-
MS konnten drei Galectin-1 Isoformen als RCC-Marker identi-
fiziert und mittels Western-Blot sowie indirekter Immunfluo-
reszenz Analysen bestdtigt werden. Weiterfiihrende Untersu-
chungen erfolgen derzeit, zur Entschliisselung der Galectin-1
Uberexpression und deren Relevanz fiir die Entwicklung von
RCCs, sowie zur Aufdeckung weiterer Biomarker.

RCCssindim Allgemeinen resistentgegen Chemotherapeu-
tika (,Multidrug Resistance” [MDR]), verursacht wahrscheinlich
durch die Expression von MDR-Proteinen auf den Tumorzellen.
Proximale Nierentubuluszellen, vielfach Ursprung von RCCs,
sind physiologisch mit dem P-Glykoprotein (MDR1) sowie mit
dem,multidrug resistance associated polypeptide” MRP2 aus-
gestattet. Mit Hilfe sog. ,Pharmakoproteomics” werden che-
moresistente Nierenzellkarzinom Zelllinien auf die moleku-
laren Mechanismen, die hinter ihrer Chemoresistenz stecken,
untersucht. Des Weiteren werden Schliissel-Proteine, die eine
wichtige Rolle bei der Chemoresistenz spielen, auf ihre Nut-
zung fiir die Verbesserung der Chemotherapie untersucht.

Entwicklung neuer Tests zur molekularen Diagnose der
rheumatoiden Arthritis (RA) basierend auf Massenspektro-
metrie (MS) und Citrullin-spezifischen Antikérpern

Die Friiherkennung der rheumatoiden Arthritis (RA) ist von
zentraler Bedeutung fiir die Prognose der betroffenen Pa-
tienten, da die neuen Therapeutika, insbesondere die sog.
.Biologicals” sehr erfolgreich sind. Im Rahmen eines Verbund-
projektes soll durch die Kombination von massenspektromet-
rischen, immunologischen und proteinchemischen Methoden
eine Basis flr die Etablierung neuer Testverfahren zur moleku-
laren Friih- und Verlaufsdiagnose der RA erarbeitet werden. Im
Vordergrund steht dabei die Analytik citrullinierter Peptid/Pro-
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teinantigene, die Zielstrukturen von diagnostisch relevanten
Autoantikorpern der RA darstellen.

4. Analysis of Proteomics

Proteom-Analytic of Kidney, Autoimmune Diseases,
Hypertension and Cancer

A high number of renal and autoimmune diseases are often di-
agnosed at an already advanced stage. Early diagnosis with the
help of proteome analytics thus will be very helpful in the near
future and furthermore, will also improve drug monitoring as
well as identifying risk patients. An interdisciplinary proteom-
ics platform (Leaders: Prof. Dr. GA Miller, Prof. Dr. Dr. h.c. M Oel-
lerich) was built up which provides all relevant techniques (e.g.
2D gelelectrophoresis, DIGE, MALDI-TOF, Electrospray-TOF,
Q-TOF, SELDI-TOF etc.). In our department we analyze blood,
tissue, fluid of joints and urine samples. Furthermore, the dia-
lysate of patients undergoing hemodialysis treatment is also
investigated. Proteomic technologies will be established to
determine biomarkers in order to diagnose renal and vascular
diseases as early as possible and furthermore, will help to op-
timize therapeutic strategies. This includes also diabetes melli-
tus and diabetic nephropathy. Protocols for urinary proteomic
analysis were standardized mainly in cooperation with other
investigators within HUPO.

Proteom-Analytic in Renal Cell Cancer (RCC)

To evaluate the potential diagnostic usefulness of proteom-
ics technologies for the detection of molecular changes, we
established for the first time expression difference mapping
analysis of whole cell proteins from renal cell cancer (RCC) lines
using ProteinChip technology. Comparative on-chip analysis
of isolated malignant cells from native tumour specimens re-
vealed highly similar protein patterns to those from the RCC
lines. With the help of 2D-gel electrophoresis and massspec-
trometry analysis (MALDI-TOF) galectin-1 was identified as a
potential tumour marker for RCC. Western blot analysis and
immunhistochemistry revealed an over-expression of galec-
tin-1 in renal cell carcinoma in comparison to benign renal
tissue. Further investigations are going on to understand the
role of galectin-1 in both RCC proliferation and RCC resistance
to the immune system and furthermore, new biomarkers are
searched.

RCCs often do not respond to chemotherapeutic drugs.
The so called drug resistance is a major problem for therapy of
malignant diseases. We analysed the effect of different chemo-
therapeutics on RCC cell lines as a model system and identified
by proteomic analytics in addition to others different ER (en-
doplasmic reticulum) stress proteins involved in this process.
Further experiments including inhibition and siRNA of the ER-
proteins are going on to highlight the important role of UPR
and ER-stress proteins in RCC resistance to chemotherapy.

Development of new mass spectrometry and citrullin spe-

cific antiboies based tests to diagnose rheumatoid arthritis.
Rheumatoid arthritis (RA) is a systemic autoimmune disease.
New therapeutic strategies using so called “biologicals” (e.g.

TNF-a antagonists, receptor blockers) have dramatically im-
proved the outcome of RA. The earlier the diagnosis is made,
the better the outcome of the patients. Thus it is necessary to
get the diagnosis as early as possible before radiological fea-
tures (e.g. erosions) are detectable. For this reason we try to
establish new diagnostic tools based on mass spectrometric
analysis of citrullinic peptides/proteins which are probably tar-
gets of diagnostic relevant autoantibodies in RA.
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5. Molecular und Optical Imaging

In diesem Bereich werden neue hochinnovative diagnosti-
sche, nichtinvasive bildgebende Verfahren eingesetzt um z.B.
Tumorwachstum per Flachpanel-Volumen Computertomo-
graphie (fp-VCT) oder per,Near-Infrared Imaging” (NIR) zu stu-
dieren. Es konnte ein Prototyp eines eGFP/DsRED- Kleintier-
Imagers aufgebaut werden mit dem subkutan oder orthotop
implantierte eGFP oder DsRed positive Tumoren in der Maus
lokalisiert und dokumentiert werden kénnen.

In der Tumorimmunologie werden diese technischen Me-
thoden zur Visualisierung bei Antiangiogenesefaktor-Therapie
und zur Visualisierung gezielter Blockaden bestimmter Re-
zeptoren beim metastasierten humanen Nierenzellkarzinom
im Mausmodell genutzt. Derzeit wird eine Fusion der Bildda-
tensatze aus Nahinfrarot-Bildgebung und fp-VCT angestrebt.
Zur alternativen Behandlungsstrategie des renalen Karzinoms
laufen derzeit Erfolg versprechende Studien zur photodyna-
mischen Therapie mittels Hypericin.

5. Molecular und Optical Imaging

We are using highly innovative diagnostic noninvasive imag-
ing techniques — Flatpanel volume-computer tomography
(fp-VCT) and near infrared imaging (NIR) - to study RCC tumor
growth. We have build up a prototype for eGFP/DsRED animal
imaging of subcutaneous or orthotop implanted eGFP/DsRED
positive tumors. This imager is able to detect and document
tumours in living animals. These techniques are also used to
study anti-angiogenesis factor therapy and to visualize de-
fined receptor blocking studies on renal cell carcinoma (RCC)
in mice. Currently the precise fusion and overlay of the differ-
ent picture stacks from NIR and fp-VCT are under investiga-
tion. By now alternative RCC-treatment strategies eg. by use of
photodynamic therapy using hypericine, are very promising.
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