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EINLEITUNG

Die Abteilung Nephrologie und Rheumatologie fiihrte in ihren wis-
senschaftlichen Schwerpunkten die grundlagen- und klinisch-ori-
entierten Forschungsarbeiten zur Pathogenese und Therapie von
Nieren- und Hochdruckkrankheiten sowie von Autoimmunerkran-
kungen erfolgreich fort.

Die grundlagen-orientierten Projekte analysieren immunologi-
sche, molekulare und zelluldre Prozesse der renalen Fibrogenese
(Epithelial mesenchymale Transition EMT), Regulationen renaler
Transportfunktionen, genetische, hormonell / medikamentds be-
dingte Grundlagen von Hochdruckerkrankungen, die Bedeutung
endothelialer Vorlduferzellen sowie T-Zell-abhdngige Zytokin- und
Chemokinverdanderungen bei der Rheumatoiden Arthritis und an-
deren Nierenerkrankungen. Genetisch modifizierte Tierstamme (z.B.
Alport-Syndrom) wurden etabliert und — im Rahmen experimentel-
ler Therapieansdtze - Verfahren zur Gewinnung adulter hdmatopo-
etischer und mesenchymaler Stammzellen entwickelt. Der Einsatz
und die Weiterentwicklung von Verfahren des ,,optical and mole-
cularimaging“ erméglichen nicht-invasive Untersuchungen an le-
bendenTieren. Die Aktivitdten unserer Abeilungin Kooperation mit
anderen Forschern der UMG und der Max Planck Institute fiihrten
zur Griindung des Theodor Forster Institutes, das erfreulicherweise
groRRziigig vom Land Niedersachsen unterstiitzt wird.

In Kooperation mit der Abteilung Klinische Chemie wurde die

,Proteomics-Plattform* in der UMG weiterentwickelt und die Res-
sourcen gebiindelt. In Kooperation mit dem Max Planck Institut
stehen uns heute alle technischen Verfahren zur Detektion und
Evaluation von Biomarkern zur Verfiigung. In der internationalen
Organisation HUPO (Human Proteome Organisation), sowie im eu-
ropdischen Verbund (European Kidney and Urine Proteomics Asso-
ciation, EuroKup) spielt die Abteilung im Bereich der ,,Nieren- und
Urinproteomics” eine fiihrende Rolle.

Fir individuelle zelluldre Therapieansdtze zur Behandlung
des metastasierenden Nierenzellkarzinoms wurden in Kooperati-
on mit Prof. Dr. E. Neumann (Universitadt Bielefeld) die physika-
lisch-chemischen Bedingungen zur elektroporativen Zell-Zellfusion
standardisiert.

In den klinisch-orientierten wissenschaftlichen Programmen
werden neue Ansdtze zur Prdvention bzw. Reversion von progres-
siven Nierenerkrankungen entwickelt. In Kooperation mit der Firma
Fresenius Medical Care® wurde das Applikations- und Servicezen-
trum (ASZ) zur Durchfiihrung von Apherese- und Immunadsorptions-
verfahren weiterentwickelt. Die Prozesse sind zertifiziert. Darliber
hinaus ist es im Bereich der klinischen Forschung gelungen, im
Rahmen einer neuen Strukturierung der interdisziplindaren Notauf-
nahme und neu er6ffneten Intermediate Care Station ein Quali-
tdtsmanagementsystem zuimplementieren und die Prozessabldufe
nach DIN EN I1SO 9001:2008 zu zertifizieren.

In die Diagnostik von Nierenerkrankungen und rheumatischen
Erkrankungen wurden die neu eingefiihrten Verfahren der Proteom-
analytik weiter entwickelt. Ferner wurden die zur zelluldren und
Gewebeanalytik lasergestiitzen mikroskopischen Untersuchungs-
techniken mit dem Laserscanning Zytometer (iCys®, Compucyte)

248 Zentrum Innere Medizin Abteilung Nephrologie und Rheumatologie Centre Internal Medicine Department of Nephrology and Rheumatology

weiter ausgebaut und mit Hilfe des Mikroskopes OV 100 (Olympus®)
an lebenden Madusen die Prozesse zelluldrer Infiltrationen in den
Nieren der Mduse sowie die Metastasierungsprozesse analysiert.
Ferner wurden die Untersuchungen mittels Volumen Flat panel CT
an lebenden Tieren weiter fortgefiihrt.

Im Bereich der klinischen Applikation neuer bildgebender
Verfahren wurden innovative Techniken der Arthrosonographie,
Niederfeld-Kernspintomographie (,,Rheuma-MRT*) und der sagit-
talen laseroptischen Tomographie zur Diagnostik rheumatisch-ent-
zlindlicher Gelenkerkrankungen, insbes. der Rheumatoiden Arthri-
tis, evaluiert.

Das Regional Kooperative Rheumazentrum Gottingen e.V. ist
in der Abteilung Nephrologie & Rheumatologie angesiedelt. Es for-
dertdie klinische und wissenschaftliche Zusammenarbeitzwischen
den beteiligten Abteilungen der UMG und den niedergelassenen
Arzten sowie Rheuma- und Rehabilitationskliniken und verbessert
die Versorgung der Patienten. In diesem Rahmen ist es uns auch
gelungen, die Balzerborner Klinik in Bad Sooden-Allendorf als Re-
habilitationsklinik mit einem Indikationsspektrum fiir Erkrankungen
der Fachdisziplinen Nephrologie, Rheumatologie und Orthopéddie
aufzubauen. Sie wird vom arztlichen Direktor der Abteilung Neph-
rologie und Rheumatologie in Gottingen geleitet.

Die Abteilung hat zurwissenschaftlichen Ausbildungin den Be-
reichen Nephrologie und Rheumatologie durch Betreuung von Dok-
toranden und Postdoktoranden beigetragen und engagierte sichim
Studiengang ,,Molekulare Medizin“, wobei der Abteilungsleiter iiber
viele Jahre die Studienkommission erfolgreich leitete.

PREFACE

The Department of Nephrology and Rheumatology has success-
fully expanded the activities of basic and clinical research in the
pathogenesis and therapy of renal diseases, hypertension, joint
and other autoimmune diseases.

Basic research projects focused on immunology, the molecu-
lar and cellular processes of renal fibrogenesis (epithelial mesen-
chymal transition EMT), the regulation of renal transport function,
genetic, endocrine orpharmacological causes of hypertension, the
role of endothelial progenitor cells as well as T-cell dependent cy-
tokine and chemokine alterations in rheumatoid arthritis and re-
nal diseases. Different animal models (e.g. Alport syndrome) have
been established and techniques were built up to generate hu-
man adult hematopoietic and mesenchymal stem cells. We were
also able to build up a murine xenotransplantation-model in order
to better understand the regenerative potential of human derived
stem cells in kidney diseases. Furthermore, optical and molecular
imaging techniques were introduced (e.g. Laser scanning cytom-
eter iCys®, Compucyte®).

In cooperation with the Department of Radiology and other de-
partments new strategies for in vivo imaging procedures in living
animals were established (e.g. fp-VCT, eXplore Optix). Our efforts
to build up a central service Core-Facility for molecular & optical
live cell imaging finally lead to the formation of the Core-Facility



MOLCI in the end of 2008. Furthermore, the establishment of an
intense cooperation between researchers of the Department for
Nephrology and Rheumatology and other departments at the UMG

and Max-Planck Institute lead to the foundation of the Theodor-

Forster Institute which will be funded by the national government
of Niedersachsen.

In cooperation with the Department of Clinical Chemistry an
interdisciplinary platform for proteome analysis was created. All
relevant techniques are performed (2-D gel electrophoresis, DIGE,
all mass spectrometric techniques). In the renal section of the Hu-
man Proteome Organisation (HUPO) as well as in the European
Consortium (European Kidney and Urine Proteomics Association
(EuroKup)) our Department plays a major role for the analysis of
the renal and urinary proteome.

Inthe clinicalresearch programmes new therapeutic approach-

es were evaluated for the treatment of chronic renal and autoim-

mune diseases. In cooperation with Fresenius Medical Care® the
established Application and Service Center (ASZ) for Apheresis and

Immunoadsorption was consolidated and further developed. Tech-

niques for dialysis and apheresis procedures were improved with
respect to biocompatibility and efficiency and could be certified
successfully.

In addition, clinical research projects concentrated on the in-

troduction of quality management systems within the interdiscipli-
nary emergency unit and the newly established intermediate care
ward. Clinical pathways of diagnostic and therapeutic procedures
within these units could be successfully certified according to DIN
EN ISO 9001:2008.

Diagnostic strategies based on proteome analysis were intro-
duced. In order to treat metastatic renal cell carcinoma by indi-
vidualized cell therapies the protocol for electroporative cell-cell
fusion was standardized in cooperation with Prof. Dr. E. Neumann
(University of Bielefeld). Based on these results, extensive studies
have been started to optimize the efficiency of cell-cell fusion. In
2008 we could also demonstrate fusion of B-cells with tumor cells
through the use of high resolution 3D reconstruction after confo-
cal microscopy.

Clinicalapplication of innovative imaging techniques including
arthrosonography, low field MRI and sagittal laser-optical tomog-
raphy were evaluated as novel diagnostic procedures for inflam-
matory joint diseases mainly rheumatoid arthritis.

The Department leads the “Regional Cooperative Center of
Rheumatic Diseases Géttingen e.V.”. In cooperation with the local
physicians and hospitals for rehabilitation this centre shallimprove

the medical care of rheumatic patients. The mostimportantachieve-

ment of the centre so far was the establishment and development
of the Balzerborn Clinic in Bad Sooden-Allendorf which is guided
by the director of the department of nephrology and rheumatology
and serves as an associated clinic forrehabilitation of patients with
renal, rheumatic or orthopaedic diseases.

In the Department several medical students performed their
thesis in nephrology and rheumatology. Furthermore, the depart-
ment is engaged in the education of students studying “molecular
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medicine” and the director of the department was Dean for this
international education project.

1.
Pathogenese und Therapie der Nieren- und
Hochdruckkrankheiten

Pathophysiologie und Therapie der chronisch progredienten
Niereninsuffizienz

Diese Arbeitsgruppe analysiert die Pathophysiologie der tubuloin-
terstitiellen Fibrose und versucht so neue therapeutische Alternati-
ven zu entwickeln. Ein Hauptschwerpunkt der Arbeit dieses Labors
sind Untersuchungen zu der von dieser Arbeitsgruppe erstmalig
beschriebenen epithelial-mesenchymalen Transition. Darunterver-
steht man die phanotypische Umwandlung einer tubuldren Epi-
thelzelle in eine mesenchymale interstitielle Zelle, die aktivan der
Synthese von extrazelluldrer Matrix beteiligt ist. BMP (,,bone mor-
phogenetic protein“)-7 kann die epithelial-mesenchymale Transi-
tionverhindern und hat damit einen ausgepragten antifibrotischen
Effekt. In aktuellen Untersuchungen wird die Bedeutung von BMP-7,
aberauchvon anderen BMPs, fiir die renale Fibrogenese untersucht.
Dabei geht es um Interaktionen von BMPs mit Bestandteilen der
extrazelluldaren Matrix sowie mit Komponenten des Renin-Angio-
tensin-Aldosteronsystems. Ein weiterer Schwerpunkt des Labors
liegt in der Analyse der Bedeutung von verschiedenen Zytokinen,
insbesondere des Fibroblastenwachstumsfaktors (FGF-2) fiir die
renale Fibrogenese.

ER- und oxidative Stresskaskaden in der Pathogenese der renalen
interstitiellen Fibrose (RIF)

Die Arbeitsgruppe beschaftigt sich mit der Charakterisierung der
Schlisselproteine (welche in Vorarbeiten mittels funktioneller
Proteomics-Analyse identifiziert wurden), die den ER-Stress und
oxidativen Stress mit der Progression der RIF in Verbindung brin-
gen. Die Arbeitsgruppe ist daran interessiert, die Rolle der Stress-
Signalkaskaden bei der Synthese der extrazelluldren Matrix (ECM)
und Akkumulation wie auch bei der RIF Progression zu studieren.
Des Weiteren soll der Einfluss der Anti-Stress basierten Therapie
auf die ECM Synthese und Akkumulation wie auch auf die RIF Pro-
gression in Tiermodellen untersucht werden.

Einfluss der Regulierung von Calciumkaskaden auf die Progression
der renalen Fibrose: ER-Calcium-Bindende Proteine als wichtige
Regulatoren

Im Rahmen dieses Projektes beschdftigt sich die Arbeitsgruppe
mit der Rolle der Calciumkaskaden und der Calcium-bindenden
Proteine bei der Etablierung des Calciumgleichgewichtes in den
epithelialen Zellen der Niere. Des Weitern wird der Effekt der Sto-
rung des Calciumgleichgewichtes durch osmotischen Stress auf
die Entwicklung der renalen Fibrose in zelluldren — und Tiermo-
dellen untersucht.



Erbliche Nierenerkrankungen, Prdvention der Nierenfibrose am
Alport-Tiermodell, Rolle der Kollagenrezeptoren bei der Entstehung
der Nierenfibrose

Die erblichen Typ IV Kollagenerkrankungen Alport Syndrom (AS)
und familidre benigne Hamaturie (FBH) werden beim Menschen
und Tiermodell untersucht. So konnte erstmals eine Therapie fiir
das AS gefunden werden: Der ACE-Hemmer Ramipril verzogerte die
Niereninsuffizienz deutlich. Weiterfiihrende Versuche wurden mit
AT1-Antagonisten, Vasopeptidaseinhibitoren, Statinen, Chemokin-
rezeptorantagonisten und Stammzellen durchgefiihrt. Dabei steht
die Interaktion der extrazelluldren Matrix mit umliegenden Zellen
iber Kollagenrezeptoren im Mittelpunkt. Die Forschung soll helfen,
neue Therapieansatze fiir chronische Nierenerkrankungen mit er-
worbenen Matrixveranderungen (Diabetes mellitus, glomeruldre
Entziindung) zu entwickeln.

Die Bedeutung von Fractalkine auf die Progression der tubulo-
interstitiellen Fibrose

Fractalkine (CXsC-L) ist das einzige Chemokin, dessen Rezeptorex-
pression aufintrinsischen Zellen nachgewiesen wurde. Wir fanden
eine de-novo Expression von CX;C-R auf humanen renalen Fibro-
blasten unter dem Einfluss von oxidativem Stress. Uber das Paar
CX3C-L/CX5C-R werden Aspekte der Fibrose (Migration, Prolifera-
tion, Auto-induktion) reguliert. Im Tiermodell der Folatnephropathie
zeigte sich eine gute Korrelation der CX;C-L-Expression und Markern
der tubulointerstiellen Fibrose.

Therapeutische Apherese und extrakorporale ,,Nierenersatzver-
fahren“

In der Abteilung werden extrakorporale Aphereseverfahren zur Be-
handlung verschiedener Erkrankungen eingesetzt. Durch Proteo-
micsanalysen wurden die verschiedenen LDL-Aphereseverfahren
hinsichtlich der Elimination funktioneller Proteine analysiert. Da-
riiber hinaus wurden die Effekte der LDL-Apherese auf molekulare
Mechanismen pro-atherosklerotischer Vorgéange untersucht. In ei-
ner prospektiven Studie wird derzeit der Einsatz der Immunadsorp-
tion auf den Verlauf des steroid-refraktdren Schubes der multiplen
Sklerose untersucht. In einer Interimsanalyse zeigte sich ein sehr
gutes Ansprechen bei guter Vertraglichkeit. Proteomanalysen der
adsorbierten Proteine geben Hinweise auf die therapeutischen Me-
chanismen des Verfahrens.

Prinatale Programmierung der Hypertonie

Synthetische Glukokortikoide werden préanatal zur Lungenreifung
bei Frithgeborenen eingesetzt. Im Tierexperiment bewirkt diese pra-
natale Gabe jedoch eine Hypertonieinduktion im spateren Leben
der Nachkommen. Unklar ist, ob diese Versuche auch auf den Pri-
maten tbertragbar sind. 52 Weifiblischelaffen wurden untersucht,
deren Mutter entweder am Ende des 1. Trimenons, am Ende des 2.
Trimenons oder gar kein Dexamethason erhielten. Im Gegensatz zu
den Ergebnissen bei Ratten und Schafen zeigte sich kein signifikan-
terUnterschied beziiglich des Blutdrucks oder der Glomerulianzahl.
Einzelne Tiere sowie deren Geschwistertiere entwickelten jedoch
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ein metabolisches Syndrom, so dass eher von einer genetischen
Pradisposition ausgegangen werden kann (EU Projekt EUPEAH).

Die Bedeutung von Bone Morphogenetic Proteinen (BMPs) in der
humanen hypertensiven Nephrosklerose

BMP-7 wirkt im Tierexperiment protektiv und regenerativ auf das
akute und chronische Nierenversagen. Bisher gibt es keine Arbei-
ten, welche die Bedeutung von BMP-7 in der humanen hyperten-
siven Nephrosklerose untersuchen. In unseren Arbeiten an huma-
nem Gewebe und Zellen zeigt sich, dass beide Wachstumsfaktoren
in der hypertensiven Nephropathie sowie in der Zellkultur durch
Angiotensin-ll vermindert exprimiert werden. Zudem zeigten beide
Proteine in der Zellkultur eine Reduktion der TGF-B induzierten
epitial-mesenchymale Transition sowie der TNF-o induzierten Apo-
ptose und Migration von mononukledren Zellen. Méglicherweise
spiegelt die verminderte BMP Expression bei der hypertensiven
Nephropathie einen Verlust an protektiven und regenerativen Ei-
genschaften im Kontext der Niereninsuffizienz wieder.

1.
Pathogenesis and Therapy of Kidney Diseases and
Arterial Hypertension

Pathophysiology and Therapy of Chronic Progressive Renal Disease

This research group analyses the pathophysiology of tubulointer-
stitial fibrosis in order to develop potential novel therapeutic strat-
egies. Main focus of our research is the process of epithelial-mes-
enchymal transition. This process is characterized by the pheno-
typic differentiation of a tubular epithelial cell into a mesenchymal
interstitial cell which was first described by our group. The process
is induced by certain cytokines such as FGF-2 and TGF-31, as well
as by disruption of the tubular basement membrane. Bone mor-
phogenetic protein (BMP)-7 is able to inhibit epithelial-mesenchy-
mal transition and is thus able to halt renal fibrogenesis. Current
studies examine the role of the various BMPs in progressive kidney
failure, particularly their interaction with components of the extra-
cellular matrixand the renin-angiotensin-aldosteron-system. Study-
ing the significance of various cytokines, particularly of basic fi-
broblast growth factor (FGF-2) in renal fibrogenesis has been an

additional focus of our work.

ER- and oxidative stress pathways in the pathogenesis of renal
interstitial fibrosis (RIF)

This group investigates the impact of modulation of key proteins
from ER-stress and oxidative stress pathways on progression of
renal interstitial fibrosis (RIF). We are interested in identification
and characterisation of the key proteins connecting ER-stress and
oxidative stress to renal interstitial fibrosis (RIF). Furthermore, we
are using animal models to investigate the effect of the activity
regulation of these proteins on the synthesis of extracellular matrix
(ECM) accumulation and RIF progression. The impact of anti-stress
based therapy on ECM synthesis and accumulation as well as its
role in RIF progression remains one of our main foci.



Role of ER-calcium binding proteins in establishment of calcium
homeostasis in renal epithelial cells under osmotic stress: Impact
of calcium signalling regulation on renal fibrosis progression
Renal diseases often lead to end-stage renal failure via a common
pathway of renal interstitial fibrosis (RIF). Among the mechanisms
involved in RIF, osmotic stress was reported to play an important
role in modulating the degradation of extra cellular matrix (ECM)
and RIF progression. This project aims to understand the molecular
mechanisms underlying the establishment of calcium homeostasis
under osmotic stress, and to characterize the role of ER calcium
binding proteins in this regulation.

Hereditary Renal Diseases, Prevention of Renal Fibrosis in an Al-
port-Animal Model and the Role of Collagen Receptors in the De-
velopment of Renal Fibrosis

The hereditary type IV collagen diseases Alport syndrome (AS) and
familial benign hematuria (FBH) were investigated in humansand in
animal models. This resulted in the first potential therapy of AS: the
ACE-inhibitorramipril markedly delayed renal fibrosis. Further stud-
ies involved AT1-blockers, vasopeptidase-inhibitors, chemokine-
receptor-antagonists, statins and stem cells. Further research in
animal models might serve to develop new therapeutic options
like blockage of type IV collagen receptors in renal diseases with
acquired changes of the glomerular matrix such as diabetes mel-
litus and glomerular inflammation.

The Role of Fractalkine on Progression of Tubulointerstitial Fibrosis

Fractalkine (CX5sC-L) is the only chemokine of which the expression
of its receptor (CX;C-R) on intrinsic cells could be shown. We found
a de novo expression of CX;C-R in human renal fibroblasts under
oxidative stress. Aspects of fibrosis (cell migration, proliferation,
auto-induction) are regulated by the chemokine/chemokine-recep-
tor pair. In an experimentalanimal model of folic acid nephropathy
we found a good correlation of CX;C-L expression and markers of
tubulointerstitial fibrosis.

Therapeutic Apheresis and Renal Replacement Therapy

In our department several methods of extracorporal apheresis are
used for the therapy of a broad spectrum of diseases. In a retro-
spective study we analysed the efficacy of the different therapeu-
tic methods in LDL-cholesterol and end organ damage reduction.
We found a good tolerability of the several methods and a drastic
reduction of end organ damages. The elimination of functional rel-
evant proteins was investigated using the techniques of proteome
analysis. Furthermore, effects of LDL-apheresis on molecular mecha-
nisms of atherosclerosis (expression of inflammatory cytokines, cell
migration, proliferation, apoptosis, necrosis) are currently under
investigation. In a prospective study we currently analyse the ef-
fects ofimmunoadsorption on the course of steroid-unresponsive
multiple sclerosis. In an interim-analysis we found an excellent
effect on clinical course along with a good tolerability. Moreover,
proteomic-analyses of membrane- bound proteins provide insights
into therapeutic principles.
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Prenatal Programming of Hypertension

Synthetic glucocorticoids such as dexamethasone (DEX) are often
given to pregnant women with expected preterm birth to prevent
respiratory distress syndrome. However, prenatal DEX administra-
tion may induce hypertension in combination with a lower number
of glomeruli in the later life of the offspring. So far, the impact in
humans is unclear. In this project, the effect of prenatal DEX expo-
sure on the development of arterial hypertension and glomeruli
number was tested in the common marmoset monkey. 52 female
marmosets were treated eitherwith DEX over a period of seven days
during the first or second trimester of gestation orwith vehicle only.
In contrast to the result in rodents and sheep, results did not show
differences of the blood pressure or glomeruli number. However,
single treated animals and their siblings showed typical signs of a
metabolic syndrome. Thus, prenatal programming may only result
in hypertension in predisposed animals (EU-project EUPEAH).

The role of Bone Morphogenetic Proteins (BMPs) in human hyper-
tensive nephrosclerosis

Bone Morphogenetic Protein-7 (BMP-7) is able to influence dif-
ferent forms of acute and chronic renal diseases in several adult
animal models. However, the expression and regulative function
of BMP-7 in human kidneys are unclear yet. Expression and regu-
lation of BMP-7 and BMP-5, closely related to BMP-7, were ana-
lyzed in nephrosclerotic kidneys and in human proximal tubule
cells (HK-2). Results revealed decreased expression of both pro-
teins in human hypertensive nephrosclerosis and downregulation
through angiotensin-Il. Moreover, both growth factors are able to
counteract TGF-B induced epithelial-to-mesenchymal transition as
well as TNF-a induced apoptosis and migration of mononuclear
cells. Therewith decreased BMP-5 and -7 expression may indicate
the loss of protective and regenerative capacity in human hyper-
tensive nephrosclerosis
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2.
Autoimmunerkrankungen - Rheumatoide
Arthritis (RA)

Immunologie und Molekulare Diagnostik der RA

Die Rheumatoide Arthritis (RA) ist eine chronisch-entziindliche Ge-
lenkserkrankung bisher unklarer Atiologie, die zu einer progredien-
ten Knorpel- und Knochendestruktion betroffener Gelenke fiihrt.
Aktuelle Forschungsergebnisse zur Pathogenese der RA belegen,
dass spezielle Subpopulationen aktivierter T-Lymphozyten den in-
flammatorischen Prozefl wesentlich unterhalten.Ziel des Forschungs-
schwerpunktes ist es, die pathogenetische Rolle dieser T-Lympho-
zyten auf der Ebene T-Zell-assoziierter Zyto- und Chemokine (u.a.
Fractalkine, XCL1, 1-309, RANTES, MDC) zu charakterisieren und auf
der Basis dieser Untersuchungen T-Zell-gerichtete therapeutische
Strategien zu entwickeln.Biologische Therapieverfahren wie die
Blockade des proinflammatorischen Zytokins TNF-a haben die Pro-
gnose von RA-Patienten deutlich verbessert. Jedoch zeigen aktuelle
Studien, dass nur 60-70% der RA-Patienten auf eine TNF-ae Antago-
nisten-Therapie ansprechen. Im Rahmen eines Drittmittelprojekts
werden zur Detektion potentieller prognostischer Marker Serum-
Proteomanalysen durch Einsatz massenspektrometrischerVerfahren
(s. BMBF Verbundprojekt Frschungsschwerpunkt 4) bei Patienten vor
Beginn und im Verlauf der TNF-« Inhibitor Therapie durchgefiihrt.

Experimentelle und konventionelle Bildgebung in der Rheumatologie
Forschungsschwerpunkt der AG ist der Vergleich bildgebender Ver-
fahrenin derDiagnostik und Verlaufsbeurteilung von entziindlichen
Verdnderungen an Fingergelenken bei Patienten mit RA. Unsere
Arbeitsgruppe beschaftigt sich mit der Validierung und Standardi-
sierung der ,,Arthrosonographie®“ und der experimentellen ,Laser
optischen Methoden* im Vergleich zur MRT. Die Arthrosonogra-
phie wurde als Methode zur Diagnostik und Verlaufsbeurteilung
von entziindlichen Verdnderungen an kleinen Fingergelenken bei
RA-Patienten unter Beriicksichtigung der ,,Reliabilitdt“ unter den
Untersuchern evaluiert. In diesem Rahmen wurde ein standardi-
sierter Synovitis Score zurVereinfachung der Diagnostik entwickelt.
Ein weiterer Forschungsschwerpunkt liegtin der Evaluierung neuer
Laser-optischer Methoden sowie der Klassifizierung der Laserbil-
derentsprechend dem Grad der Entziindung des Fingergelenks. Im
Rahmen eines vom NIH geférderten Drittmittelprojekts wurde in Ko-
operation mit der LMTB GmbH (Berlin) und der Columbia University
(New York) nachfolgend ein neues Verfahren der frequenzmodulier-
ten sagittalen laser-optischen Tomographie evaluiert.



Endotheliale Dysfunktion bei entziindlich-rheumatischen Erkran-
kungen und Sepsis

Im Rahmen dieses Projektes sollen endotheliale Dysfunktionen
und Reparationsvorgdnge bei Patienten mit systemischen Vasku-
litiden, systemischem Lupus erythematodes und schliefilich mani-
fester Sepsis weiter charakterisiert werden. Bei all diesen Patien-
ten besteht eine Alteration der Endothelzellen kleiner Blutgefafie
(Mikrozirkulation). Ziel ist es, mogliche Verdanderungen der Anzahl
zirkulierender reifer Endothelzellen und endothelialer Vorldauferzel-
len mitderKrankheitsaktivitdt zu korrelieren. Dariiber hinaus sollen
die Zellen funktionell charakterisiert werden. In einem 2. Ansatz soll
analysiertwerden, ob derAnteil dersich in Autophagie befindlichen
Zellen im Vergleich zu Normalpersonen verdndert ist.

2.
Autoimmune Disorders - Rheumatoid Arthritis (RA)

Immunology and Molecular Diagnosis of RA

Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic inflammatory joint disease of
still unknown aetiology 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. Our re-
search project is focused on characterisation of the pathogenetic
role of T-lymphocytes with respect to T-cell-associated cytokines and
chemokines. Results willpromote the development of T-cell targeted
therapeutic strategies. Biological therapies such as blockade of
the proinflammatory cytokine TNF-a have substantially improved
patients™ outcome in RA. However, recent studies revealed that
only 60-70% of RA patients respond to TNF-a antagonist therapy.
To detect potential prognostic biomarkers, serum proteome analy-
ses by mass spectrometrical methods (see BMBF cooperation proj-
ect, research focus 4) were performed during the course of TNF-a
antagonist therapy.

Experimental and Conventional Imaging in Rheumatoid Arthritis
Focus of our research group is the comparison of new imaging
techniques in the diagnosis and follow-up of RA finger joint inflam-
mation. Validation and standardization of MSUS (musculoskeletal
ultrasound) as well as experimental new “laser optical methods”
were performed and compared to MRI. We evaluated MSUS as a
method for diagnosis and follow-up analysis of inflammatory
changesin smallfinger RA joints in a reliability study. In this study,
we developed a standardised synovitis score to simplify the diag-
nosis of synovitis in small RA finger joints. Evaluation of laser-
based imaging techniques and image classification according to
the degree of inflammation represent the second focus of our re-
search work. In cooperation with the LMTB (Berlin) and the Colum-
bia University (New York) a novel, frequency domain modulating
sagittal laser optical tomography technique was evaluated in a
clinical pilot study funded by the NIH to discriminate between
affected and unaffected joints as well as between different features
of affected joints.
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Endothelial dysfunction in inflammatory rheumatic diseases and
sepsis

Endothelial dysfunction is a common and characteristic feature in
patients with systemic vasculitis and sepsis. Aim of the project is
to analyse endothelial dysfunction in systemic lupus erythemato-
sus, microscopic vasculitis and in severe sepsis. Besides quantify-
ing circulating endothelial progenitor cells and mature endothelial
cells, special interest lies in the characterisation of autophagy in
theses cells. Finally the results will be related to disease stages
and activities.

Arbeitsgruppenleiter/innen Group Leaders
PD Dr. med. Sabine Blaschke

PD Dr. med. Alexander Scheel (bis 10/2006)

Dr. med. Susann Patschan
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Dr. C. A. Miiller, Sektion fiir Transplantationsimmunologie und Immunhé@matologie, Universitat
Tiibingen; Prof. Dr. I. Kdtter, Medizinische Klinik, Universitdt Tibingen; Dr. I. Melchers, Medizini-
sche Rheumatologie, Universitatsklinik Freiburg; Prof. Dr. Burmester, Charité Berlin; Prof. Dr.
Beuthan, Charité Berlin; Dr. U. Netz. LMTB, Berlin; Prof. Dr. Hielscher, Columbia University, New
York, USA; Prof. Dr. Michael S. Goligorsky, Renal Research Institute, New York Medical College,
Valhalla, New York, USA; Dr. med. Jan Ullrich Becker, Abteilung Pathologie, Medizinische Hoch-
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3.
Nierenzellkarzinom

Diese Forschungsgruppe arbeitet an der Optimierung der elektro-
porativen Zell-Zellfusion (EpZZF) zur Erzeugung von spezifischen
Vakzinen. Bis 2004 konnten in intensiver Zusammenarbeit mit
der Universitat Bielefeld, Abteilung physikalische Chemie Il (Prof.
Neumann), die grundlegenden Membranvorgédnge bei der elektro-
porativen Zell-Zellfusion von zweiverschiedenen Zelltypen studiert
werden. Diese Arbeiten ermdglichen in naher Zukunft eine opti-
mierte Ausbeute bei der Herstellung patientenspezifischerVakzine
mittels EpZZF. Derzeit wird von der Arbeitsgruppe ein technischer
Prototyp zur EpZZF aufgebaut, deralle bisherigen —in der Forschung
ermittelten — Vorteile vereint.

Parallel dazu beschéftigt sich die Arbeitsgruppe mit Untersu-
chungen zur Antiangiogenesefaktor-Therapie des metastasierten
Nierenzellkarzinoms im Mausmodell und zum spontanen Fusions-
verhalten humaner Stammzellen mit Nierenepithelzellen.

3.
Renal Cell Carcinoma

Our main interest is to optimize basic parameters in electroporative
cellto cell fusion to produce more efficient vaccines. Up to 2004 we
have studied the basic membrane processes during electroporative
cell to cell fusion (eCCF). This project has been carried out as inten-
sive teamwork togetherwith the Department of Physical Chemistry llI
(Prof. Neumann) at the University of Bielefeld. This work will lead to
an optimized yield of patient specific vaccines assembled via eCCF.
Right now we are building up a technical prototype for eCCF with ex-
ceptional advantages. Furthermore, our group is interested in anti-
angiogenesis therapy of renal cell carcinoma (RCC) in mice and in
spontaneous fusion of human stem cells with renal fibroblasts.

Arbeitsgruppenleiter/innen Group Leaders
Dr. rer. nat. Johannes Wessels

Kooperationen Cooperations

Prof. Dr. G. Klein, Prof. Dr. C.A. Miiller, Sektion fiir Inmunhd@matologie und Transplantationsim-
munologie; Prof. Dr. E. Neumann, Fakultét fiir Chemie, Physikalische Chemie Ill, Universitét
Bielefeld; PD Dr. Uwe Pliquett, Institut fiir Bioprozess- und Analysenmesstechnik (IBA), Heiligen-
stadt; Dr. Marco Schmeer, Plasmid Factory, Bielefeld

4,
Proteomanalytik

Proteom-Analytik von Nieren-, Hochdruck-, Autoimmun-, und Ma-
lignen Erkrankungen

Viele Nieren- und Autoimmunerkrankungen werden in einem fort-
geschrittenen Stadium diagnostiziert. Mit Hilfe der Proteomanalytik
sind eine friihzeitige Diagnosestellung und ein besseres Therapie-
monitoring zu erwarten. Gemeinsam mit der Abt. Klinische Chemie
wurde eine sog. ,,Proteomics-Plattform* (Leiter: Prof. Dr. GA Miiller,
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Prof. Dr. Dr. hc M QOellerich) aufgebaut, der alle derzeitig gdngigen
Techniken (2D-Gelelektrophorese, DIGE, MALDI-TOF, Electrospray-
TOF, Q-TOF, SELDI-TOF etc.) zur Verfigung stehen. Analysiert wer-
denin unserer Abteilung insbesondere Blut-, Gewebs- und Urinpro-
ben, sowie das Dialysat von Patienten, die sich einer chronischen
Hamodialysebehandlung unterziehen miissen. Analysiert werden
primédre und sekundare Nieren- und Hochdruckerkrankungen (z.B.
diabetische Nephropathie). In Kooperation mit nationalen und in-
ternationalen Gruppen wurden im Rahmen von HUPO Standardi-
sierungsprotokolle zur Urinanalytik entwickelt.

Proteomanalytik beim Nierenzellkarzinom (RCC)

Zur Charakterisierung des RCC wurde ein Verfahren zur direkten
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 identifiziert und mittels Wes-
tern-Blot sowie indirekter Inmunfluoreszenz Analysen bestatigt
werden. Weiterfithrende Untersuchungen erfolgen derzeit zur Ent-
schliisselung der Galectin-1 Uberexpression und deren Relevanz fiir
die Entwicklungvon RCCs, sowie zur Aufdeckung weiterer Biomarker.
UnserInteresse gilt zur Zeit der Rolle des Galectin-1 im Hinblick auf
die Tumorresistenz und das Immunsystem.

Entwicklung neuer Tests zur molekularen Diagnose der rheumatoi-
den Arthritis (RA) basierend auf Massenspektrometrie (MS) und
Citrullin-spezifischen Antikdrpern

Die Friiherkennung der rheumatoiden Arthritis (RA) ist von zentra-
ler Bedeutung fiir die Prognose der betroffenen Patienten. Im Rah-
men eines Verbundprojektes soll durch die Kombination von mas-
senspektrometrischen, immunologischen und proteinchemischen
Methoden eine Basis fiir die Etablierung neuer Testverfahren zur
molekularen Friih- und Verlaufsdiagnose der RA erarbeitet werden.
Im Vordergrund steht dabei die Analytik citrullinierter Peptid/Pro-
teinantigene, die Zielstrukturen von diagnostisch relevanten Auto-
antikorpern der RA darstellen.

Identifizierung und Charakterisierung von Urin Biomarkern fiir
diabetische Nephropathie: Entwicklung eines Diagnosetestes ba-
sierend auf Antikérper und Massenspektrometrie

Eine Fritherkennung von Diabetikern mit hohem Risiko fiir die Ent-
wicklung einer Nephropathie ist von grofler Bedeutung fiir eine

bessere Prognose der betroffenen Patienten. Unsere Arbeitsgruppe

hatim Rahmen einerStudie drei Proteine identifizieren kdnnen, die

als friihe Diagnose Markerfiir die Diabetische Nephropathie gelten

konnen. Unsere jetzige Arbeit fokussiert auf die Entwicklung eines

aufMassenspektrometrie und Antikdrper basierenden Diagnosetes-
tes. Des Weiteren wird die Rolle dieser Proteine in der Pathogenese

der diabetischen Nephropathie untersucht.



4.
Analysis of Proteomics

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

A high number of renal and autoimmune diseases are often dia-
gnosed at already advanced stages. Early diagnosis through the
help of proteome analytics thus could be greatly helpfulin the near
future. Furthermore we expect benefits regarding drug monitoring
and identification of risk patients. An interdisciplinary proteomics
platform (Leaders: Prof. Dr. GA Miiller, Prof. Dr. Dr. h.c. M QOeller-
ich) was jointly built up providing all relevant techniques (e.g. 2D
gelelectrophoresis, DIGE, MALDI-TOF, Electrospray-TOF, Q-TOF, SEL-
DI-TOF etc.). In our department we analyse blood, tissue, synovial
fluid and urine samples as well as the dialysate of patients under-
going hemodialysis. Proteomic technologies shall be established
to determine biomarkers in order to diagnose renal and vascular
diseases - such as diabetes mellitus and diabetic nephropathy — at
the earliest possible stage and to optimize therapeutic strategies.
Protocols for urinary proteomic analysis have been standardized
mainly in cooperation with other investigators within HUPO.

Proteom-Analytic in Renal Cell Cancer (RCC)

To evaluate the potential diagnostic value of proteomics technolo-
gies forthe detection of molecular changes, we established for the
firsttime expression difference mapping analysis of whole-cell pro-
teins from renal cell cancer (RCC) lines using ProteinChip technol-
ogy. Comparative on-chip analysis of isolated malignant cells from
native tumour specimens revealed highly similar protein patterns
tothose from the RCClines. We could identify galectin-1 as a poten-
tial tumour marker for RCC. Galectins are released by tumours and
can modulate inflammatory responses. Galectin-1 is extensively
studied in the context of regulation of the immune response. The
impact of galectin-1 overexpression by RCCon the regulation of the
immune response is in the focus of our investigations.

Development of new mass spectrometry and citrullin specific an-
tibody-based tests to diagnose rheumatoid arthritis

Early diagnosis of rheumatoid arthritis represents a prerequisite
forthe improvement of patient™s prognosis. In a BMBF cooperation
project we try to establish new diagnostic tools based on mass
spectrometric analysis of citrullinic peptides/proteins which are
probably targets of diagnostic relevant autoantibodies in RA.

Identification and characterization of urine biomarkers for dia-
betic nephropathy (DM-NP): establishment of new diagnostic tests
based on mass spectrometry and antibodies

Novel biomarkers for an earlier diagnosis of DM-NP are crucially
needed. In our group we performed a pilot study in order to iden-
tify patients with diabetes mellitus at a high risk to develop a dia-
betic nephropathy. We identified three different proteins as po-
tential markers for diabetic nephropathy. We aim to analyze the
pathogenetic role of these identified proteins during progression
of diabetic nephropathy. Furthermore, our current studies focus
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on new diagnostic tests for diabetic nephropathy based on mass
spectrometry and antibodies.
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5.
Molekulare Bildgebung und Stammzellen

Molekulare und Optische Bildgebung

In diesem Bereich werden neue hochinnovative diagnostische,
nicht-invasive bildgebende Verfahren eingesetzt um z.B. Tumor-
wachstum per Flachpanel-Volumen Computertomograph (fp-VCT)
oder per ,Near-Infrared Imaging” (NIR) zu studieren. Es konnte ein
Prototyp eines eGFP/DsRED- Kleintier-Imagers aufgebaut werden,
mit dem subkutan oder orthotop implantierte eGFP (enhanced-
green-fluorescent-protein) oder DsRed (Discosoma red fluorescent
protein) positive Tumoren in der Maus lokalisiert und dokumentiert
werden kdnnen. Seit 2008 leitet der Arbeitsgruppenleiterauch die
zentrale Serviceeinheit Molecular & Optical Live Cell Imaging an
der UMG und verfiigt Giber ein in Europa einmaliges in-vivo Mikro-
skop fiir Kleintiere sowie tiber ein konfokales Lasermikroskop. In
der Tumorimmunologie werden diese technischen Methoden zur
Visualisierung bei Antiangiogenesefaktor-Therapie und zur Visua-
lisierung gezielter Blockaden bestimmter Rezeptoren beim metas-
tasierten humanen Nierenzellkarzinom im Mausmodell genutzt.
Derzeit wird eine Fusion der Bilddatensédtze aus Nahinfrarot-Bild-
gebung und fp-VCT angestrebt. Zur alternativen Behandlungsstra-
tegie des renalen Karzinoms laufen derzeit Erfolg versprechende
Studien zur photodynamischen Therapie mittels Hypericin.

Stammzellforschung in der Nephrologie

Derwissenschaftliche Schwerpunkt dieser Arbeitsgruppe liegt auf
einer moglichen ex-vivo Expansion verschiedener Stammzellpopu-
lationen unter definierten Zellkulturbedingungen im Rahmen rege-
nerativer Ansédtze. Besonderes Interesse gilt der Expression von
Mitgliedern der Matrixmetalloproteinase-Familie (MMP, ADAM,
ADAM-TS) auf humanen hamatopoetischen Stammzellen der Na-
belschnurund deren Einfluss auf Differenzierung und Mobilisierung
der Stammzellen.

Seit 2004 werden in der Arbeitsgruppe verschiedene humane
Stammzellpopulationen auf ein mit definiertem tubuldrem Schaden
versehenes Mausmodell (Amphotericin-B® induzierter Nierenscha-
den oderHypoxie-basierter Nierenschaden) xenotransplantiert. Das
besondere Augenmerk liegt dabei auf einermoglichen optimierten
Integration und Migration dieser Zellen in das Nierengewebe. Seit
2008 analysiert die Arbeitsgruppe zudem in Kooperation mit der Ab-
teilung Humangenetik (Prof. Dr. W. Engel) das Differenzierungsver-
halten muriner spermatogonialer Stammzellen zu Nierenvorldufer-
zellen durch gezielte Zytokin-induzierte Reprogrammierung.

Endothelvorliuferzellen in der Behandlung des akuten ischd-
mischen Nierenversagens und anderer akuter renaler Mikrozirku-
lationsstérungen

Endothelvorlauferzellen (endothelial progenitor cells — EPCs) ent-
wickeln sich aus pluripotenten hdamatopoetischen Stammzellenim
Knochenmark und sind sowohl unter physiologischen, als auch
unter pathologischen Bedingungen an der Neubildung von klei-
nen Blutgefafen beteiligt (Vaskulogenese). Kiirzlich konnte erst-
mals gezeigt werden, dass die Zellen nach einer akuten renalen
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Ischdmie aus dem Knochenmark mobilisiert werden und im Rah-
men des akuten ischdmischen Nierenversagens nephroprotektiv
wirken konnen. Ziel des Projekts ist weiterhin die Etablierung der
exogenen EPC-Gabe als therapeutische Mainahme zur Behand-
lung verschiedener akuter mikrovaskuldrer renaler Dysfunktionen,
welche im Endeffekt in ein akutes Nierenversagen miinden kon-
nen. Neben dem akuten ischdmischen Nierenversagen sollen so-
wohl definierte medikamenteninduzierte (Calcineurin-Inhibitoren,
Kontrastmittelpréparate) Formen des Nierenversagens, als auch
eine Form der thrombotischen Mikroangiopathie im Mausmodell
analysiert werden. Die Untersuchungen sollen Aufschluss dariiber
geben, unter welchen Bedingungen EPCs eventuell zukiinftig in
derBehandlungvergleichbarerNierenerkrankungen des Menschen
zum Einsatz kommen kdnnten.

5.
Molecular Imaging and Stem Cells

Molecular and Optical Imaging

We are using highly innovative diagnostic non-invasive imaging tech-
niques such as Flatpanelvolume-computertomography (fp-VCT) and
nearinfrared imaging (NIR) to study RCC tumour growth. We have built
up a prototype for eGFP/DsRED animal imaging of subcutaneous or
orthotop implanted eGFP/DsRED positive tumours. Since 2008 the
central core facility “Molecular & Optical Live Cell Imaging” is leaded
by the group leader. This service unitis now equipped with a unique
in-vivo microscope for smallanimals and a confocal unit. These tech-
niques are also used to study anti-angiogenesis factor therapy and
to visualize defined blockage of certain receptors in renal cell carci-
noma (RCC) in mice. Currently the precise fusion and overlay of the
different picture stacks of NIR and fp-VCT are under investigation.
Alternative RCC-treatment strategies for example by using photody-
namic therapy with hypericine are very promising.

Stem Cell Research in Nephrology

The scientific focus of this research project is to study ex-vivo ex-
pansion of different stem cell populations using defined cell culture
conditions with the overallaim to find new therapeutic approaches.
The group has special interest regarding the expression of mem-
bers of the matrix-metalloproteinase family on human umbilical
cord blood derived hematopoetic stem cells and their influence
on stem cell differentiation and mobilisation.

Since 2004 different human stem cell populations were trans-
planted to murine kidneys. The kidneys were initially predamaged
using either Amphotericin-B® treatment or hypoxia to induce renal
damage. We direct our main attention to integration and mobiliza-
tion of human stem cells into the murine renal tissues.

Since 2008 the research group is also interested in reprogram-
ming murine spermatogonial stem cells towards kidney precursor
cells in a close cooperation with the department of human genet-
ics (Prof. Dr. W. Engel).



Endothelial progenitor cells in the treatment of acute ischemic
renal failure and acute microvascular renal diseases

The process of neovascularization does not exclusively occur dur-
ing embryogenesis but also throughout the whole lifespan of ev-

ery vertebrate organism. New blood vessels are generated by two
principal mechanisms. Firstly, existing vessels can sprout to form

new small blood vessels, such as capillaries, arterioles and venules.

This process is known as angiogenesis. The second mechanism
by which new blood vessels are formed involves the proliferation
and differentiation of immature vascular progenitor or stem cells

(vasculogenesis). For a long time it had been assumed that vas-

culogenesis exclusively occurs during embryogenesis, meanwhile

it has clearly been documented that vasculogenesis also perma-

nentely happens in adult organisms. Endothelial progenitor cells

(EPCs) play a fundamental role in this process during adulthood.

In 2006 it has been demonstrated for the first time that allogeneic
endothelial progenitor cells are capable to protect murine kidneys
from acute ischemic damage. These investigations, together with
newer results on ex vivo EPC preactivation justify the hypothesis
that the cells are a future promising tool for preventing/treating
acute microvascular renal diseases.
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Schutzrechte, Patente Intellectual Property Rights

.Method and apparatus for arthritis diagnosis”
US2001037811, 8.11.2001, Beuthan J; Mayer P; Metzger G; Reuss-Borst M; Rost H; Scheel AK; Tresp V

The biomarkers identified in the pilot study were sent for patent with : Patent application
number, M65814USPROV HJW/HEM/wis in USA H. Dihazi F. Strutz GA. Miiller

Vorhandene forschungsrelevante GroBgerate Specialized Research Equipment

Laser Capture Microdissection-Mikroskop, MALDI-TOF, SELDI-TOF, Laserscanning-Cytometer iCy-

te (Compucyte), FACSCalibur (Becton Dickinson), ABI (Applied Biosystems) Prism 310 Genetic

Analyzer, FujiFLA 5100 Laserscanner, Laser-Optische Tomographie (sagittal und transversal),

Sonographiegerdt Esaote, NMR (,Rheuma-NMR")
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