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Forschungsprofil

Die 3 Forschungsschwerpunkte des Instituts fiir Pathologie der MHH lassen sich einem Bereich
Methodenentwicklung und zwei durch Organsysteme und ihre Erkrankungen definierten
Bereichen zuordnen. Der Bereich Methodenentwicklung vereint die spezifische Kompetenz der
Pathologie hinsichtlich Gewebezugang, Gewebeasservierung und mikroskopischer Analyse
mit neuen Verfahren der biomedizinischen Forschung. Hierzu gehéren die Kombination von
Lasermikrodissektion komplexer Gewebe mit quantitativer PCR, Methylierungsanalysen,
Massenspektrometrie von Peptiden und Matrix-CGH; ferner die In-situ Hybridisierung
und die Erzeugung von ,Tissue-Arrays“. Kooperationen mit anderen Abteilungen der MHH
basieren vor allem auf diesen innovativen methodischen Ansétzen der Gewebsanalyse (z.B.
Forschergruppen Leberzellkarzinom, Lungentransplantation, Protokollbiopsie-Programm
der Nephrologie). Die beiden weiteren Bereiche sind durch Organsysteme und ihre Erkran-
kungen vorgegeben, in denen das Institut eine besondere diagnostische Kompetenz mit Un-
tersuchungen zur Pathogeneseforschung und der klinischen Pathologie verkniipft. Hierzu
gehdren das Knochenmark (Konsiliarpathologie, Referenzinstitution fiir die Deutsche CML
Studie und andere Therapiestudien) und die Mamma (Konsiliarpathologie, Referent zum
Mammakarzinom in der Internationalen Akademie fiir Pathologie, Referenzpathologie im
Mammographie-Screening Programm).

Forschungsprojekte

Pathogenetische Bedeutung der Gewebe-Transglutaminase in der Entstehung der
chronischen Transplantatnephropathie

Die chronische Transplantatnephropathie ist die h&ufigste Ursache fiir einen vorzeitigen
Funktionsverlust eines Nierentransplantats. Zahlreiche immunologische und nichtimmu-
nologische Pathomechanismen wie Ischdmie/Reperfusion, Medikamententoxizitdt, Hy-
pertonie, Infektionen sowie zelluldre und humorale Abstossungsepisoden wirken auf das
Nierentransplantat ein. Diese bereits in der Frithphase nach Transplantation auf das Organ
einwirkenden Schédigungen werden als entscheidende Risikofaktoren bzw. Ausldser des
chronischen Transplantatversagens im Langzeitverlauf angesehen. Histopathologisch ist die
chronische Transplantatnephropathie durch die irreversible Schadigung der verschiedenen
morphologischen Kompartimente der Niere gekennzeichnet. Dies manifestiert neben der im
Vordergrund stehenden interstitiellen Fibrose auch als Tubulusatrophie mit Verbreiterung
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der tubuldren Basalmembranen, Glomerulosklerose und Vaskulopathie mit Intimafibrose.
Derartige Verdnderungen, denen allen eine irreversible Akkumulation von extrazelluldrer
Matrix gemeinsam ist, lassen sich in 35-40% der Nierentransplantate im Langzeitverlauf
nachweisen. Klinisch sind diese chronischen Umbauvorgidnge mit einem progredienten
Funktionsverlust des Organs vergesellschaftet. Da verschiedene Schddigungsmechanismen
in der Praxis simultan-additiv oder auch sequentiell-additiv auf das Transplantat einwirken,
lassen sich am Endzustand des chronischen Organumbaus in der Regel keine sicheren Riick-
schliisse auf einen auslésenden Pathomechanismus ziehen, so dass bisher keine effektive
Therapie der Transplantatnephropathie etabliert werden konnte. Ziel muss es daher sein, die
Fibroseentstehung zu verhindern.

Ein Ansatz hierzu wére, den Prozess der Fibroseentstehung unabhdngig vom auslésenden
Pathomechanismus rechzeitig zu stoppen. Hierbei scheint das in der extrazelluldren Matrix
wirkende Enzym Transglutaminase eine Schliisselrolle zu spielen. Unter physiologischen
Bedingungen besteht ein Gleichgewicht zwischen Matrixproduktion und Degradation. Wird
dieses Gleichgewicht durch verstirkte Matrixproduktion und/oder verminderte Degradation
verschoben kommt es zur progressiven und irreversiblen Vernarbung und Dysfunktion des
Organs. In vitro Ergebnisse weisen darauf hin, dass im Gewebe aktive Transglutaminase
sowohl in férdernd die Matrixproduktion als auch hemmend in die Matrixdegradation regula-
torisch eingreift. Durch Gewebe-Transglutaminase wird zum einen initial TGF-B, das zentrale
Molekiil der Fibroseinduktion/Matrixproduktion, in seine aktive Form iiberfiihrt, gleichzeitig
katalysiert das Enzym die Aushildung von biochemischen Querverbindungen zwischen Poly-
peptidketten in der extrazelluldren Matrix, was diese erheblich resistenter gegeniiber einer
Degradation durch Proteasen macht. Gewebe-Transglutaminase gehort zu einer Gruppe von
Calcium-abhdngigen Enzymen, die im extrazelluldiren Raum durch Calciumionen aktiviert
werden und eine post-translationale Modifikation von Proteinen katalysieren. Durch diese
Modifikation kommt es an extrazelluldren Matrixproteinen zur Ausbildung von epsilon-
(gamma-glutamyl)-lysin Bindungen. Kovalente Peptidbriicken auf der Basis von derartigen
epsilon-(gamma-glutamyl)-lysin Bindungen sind sehr stabil und resistent gegeniiber enzyma-
tischen, chemischen und mechanischen Losungsversuchen. Aber auch intracytoplasmatisch
kann aktivierte Transglutaminase zu einer extensiven Quervernetzung von cytosolischen
Proteinen fiihren, die nicht mehr mit dem Uberleben der Zelle zu vereinbaren ist. Dieser
Transglutaminase-abhdngige Mechanismus des Zelltodes wurde vor allem im tubuldren
Kompartiment der Niere beschrieben und scheint Apoptose-unabhéngig zu sein. Vor diesem
Hintergrund konnte in verschiedenen Tiermodellen eine signifikante Korrelation zwischen
einer gesteigerten Transglutaminase-Expression und einer progressiven tubulo-interstitellen
und glomeruldren Fibrose bzw. Vernarbung nachgewiesen werden.

In Kooperation mit der Abteilung Nephrologie (Prof. Dr. med. H. Haller) wurde an der
Medizinischen Hochschule Hannover ein Protokollbiopsieprogramm fiir Patienten nach
Nierentransplantation etabliert. Seit Dezember 2000 werden bei jedem Patienten 6, 12 und
26 Wochen nach Transplantation elektive Protokollbiopsien sowie Urin- und Blutproben ge-
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wonnen (Zustimmungsrate bei den Transplantierten 94%). Zu allen Patienten und Biopsien
aus diesem Programm sind umfangreiche klinische und morphologische Parameter bzw.
Verlaufsdaten in einer zentralen Datenbank liickenlos verfiigbar (Daten-Management PD Dr.
med. W. Gwinner, Abt. Nephrologie, MHH). Aktuell sind aus diesem Programm {iber 1000
Formalin-fixierte, Paraffin-eingebettete Biopsien vorhanden.

Eine statistische Auswertung der ersten 688 Protokollbiopsien wurde in Kooperation mit
Frau Prof. A. Schwarz (Abteilung Nephrologie der MHH) durchgefiihrt (Tabelle 1). Hierbei
zeigte sich, dass bei 47% der untersuchten Biopsien bereits chronische Verdnderungen des
Tubulointerstitiums (interstitielle Fibrose + Tubulusatrophie = chronische Transplantatne-
phropathie nach Banff) nachzuweisen waren. Die chronischen Schiden fanden sich iber-
proportional hdufig zum spdtesten Biopsiezeitpunkt (6 Monate post TX). Bei 190 Patienten,
die alle drei Protokollbiopsien (6 Wochen, 12 Wochen, 26 Wochen post TX) wahrgenommen
hatten, war es moglich, eine detaillierte statistische Korrelation der jeweiligen Biopsiebefunde
mit den klinischen Funktionsparametern des Transplantates durchzufiihren. Von diesen
190 Patienten wiesen 70 (37%) eine relevante chronische tubulointerstitielle Schadigung
(>5% des erfassten Cortex mit interstitieller Fibrose + Tubulusatrophie = Banff Grad I der
chronischen Transplantatnephropathie) zum Zeitpunkt der dritten Protokollbiopsie (6 Mo-
nate post TX) auf. Die statistische Korrelation dieser Patientengruppe zu den Patienten ohne
chronische Verdnderungen in der dritten Protokollbiopsie (n=120 (63%)) erbrachte folgende
signifikante Unterschiede: Patienten mit Zeichen der chronischen Transplantatnephropathie
6 Monate nach Transplantation hatten zum Zeitpunkt der Protokollbiopsien jeweils eine
signifikant niedrigere Glomerulédre Filtrationsrate (GFR), hdufiger Kadavernieren erhalten,
langere kalte Ischdmiezeiten, hdufiger akute Rejektionsepisoden, mehr Arterionephrosklero-
se und ein bereits zum Zeitpunkt der ersten Protokollbiopsie erhdhtes Serum-Kreatinin bei
reduzierter Kreatinin-Clearance. Gleichzeitig bestand zu den jeweiligen Biopsiezeitpunkten
eine negative Korrelation zwischen dem Ausmal der chronischen Transplantatnephropathie
und der Kreatinin-Clearance. Bei den 70 Patienten mit chronischer Transplantatnephropathie
und reduzierter GFR zum Zeitpunkt der dritten Protokollbiopsie fand sich auch bereits 6
Wochen nach Transplantation (Biopsie 1) eine signifikant niedrigere GFR. Chronische tubu-
lointerstitielle Verdnderungen lieRen sich jedoch nur bei 10% dieser Patienten in der ersten
Protokollbiopsie nachweisen.

Aus dieser klinisch-pathologischen Korrelation haben wir folgende Schlussfolgerungen
gezogen: Relevante chronische tubulointerstitielle Umbauvorgénge manifestieren sich bereits
innerhalb der ersten sechs Monate nach Transplantation in mehr als einem Drittel der trans-
plantierten Patienten. Morphologische Zeichen der chronischen Transplantatnephropathie
finden sich auch in klinisch stabil funktionierenden Transplantaten. In vielen Féllen geht der
histopathologischen Manifestation einer chronisch-irreversiblen Schadigung des Transplan-
tates bereits zu einem friihen Zeitpunkt eine funktionelle Einschrdnkung voraus. Vor allem
dieser Befund hat uns zu folgender Hypothese geleitet: In der unmittelbaren Friihphase nach
Transplantation (<3 Monate post TX) erfdhrt das Organ funktionell relevante Schédden, die
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noch nicht zu einem manifesten pathologisch-anatomischen Korrelat gefiihrt haben, und damit
in Hinblick auf die spdter einsetzende Fibroseentstehung einer therapeutischen Intervention
zugdnglich erscheinen.

Tabelle 1: Histologische Befunde i 658 Prolokollbiopsicn von 258 Palicnten

Befund 258 Patienten | 688 Biopsien
Akute Rejektion 48 (19%:) {53 (R
klinisch stumm £ ELy | 40 (65

=phne begleitenden Kreatininansticg

Borderdine Befund 104 (40%) 141 21%)

mil Krealiminansticg 13 (5% 14 (2%)

>25% fiber Avsgangskreatinin

Akuter Tubuluscpithelschaden 168 (6570} 290 {42%)
Tubulzre Calcineurininhibitor-Toxizitst 67 (26%) 91 (13%)
Vaskulire Colcimeurininbibator-Tox el 14 (5%) 19 (3%
Chronische tubulo-interstiticlle Schidigung (' (37%) 3260475
Arterionephroskleross 75 (29%) 104 (15%)
MNephrokalzinose a3 (21%) T4 0115%)

Die quantitative Gen-Expressionsanalyse zahlreicher Zielgene wurde in den vergange-
nen Jahren reproduzierbar und zuverlédssig an Formalin-fixiertem und Paraffin-eingebettetem
Archivgewebe verschiedenster Organsysteme im Institut fiir Pathologie der MHH etabliert.
Auch nach Isolation definierter, zuvor am Gewebeschnitt durch Immunhistochemie eindeutig
markierter Zellpopulationen mittels Laser-Mikrodissektion ist die mRNA Expressionsanalyse
durch eine quantitative (,,real-time“) RT-PCR erfolgreich durchfiihrbar. Die Kombination dieser
beiden Methoden findet vor allem in der Niere als anatomisch komplexes Organ mit vonein-
ander klar abgegrenzten funktionellen und morphologischen Kompartimenten (Glomeruli,
Tubuli, Interstitium, BlutgefdRe) eine vielversprechende Anwendung. Aus eigenen Untersu-
chungen und der Literatur ist bekannt, dass in der Niere Mediatoren, Chemokine, Cytokine
oder Enzyme unter verschiedenen Bedingungen in den unterschiedlichen Kompartimenten
variabel exprimiert werden. Auch fiir die Transglutaminase (Hauptexpression in Tubuli und
Glomerula) und andere Schliisselmolekiile der Fibroseentstehung ist eine differentielle Ex-
pression in den verschiedenen renalen Kompartimenten beschrieben.
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Ziel dieses Forschungsprojektes ist die Uberpriifung der Hypothese, dass das Enzym
Transglutaminase den Prozess der chronisch-irreversiblen Fibrosierung in Nierentransplan-
taten entscheidend beeinflusst, indem eine gesteigerte Transglutaminase-Expression zu einer
Fibroseinduktion und vor allem zu einer irreversiblen Stabilisierung der extrazelluldren Matrix
fithrt. Das an der MHH zur Verfiigung stehende Untersuchungsmaterial aus sequentiellen, de-
tailliert morphologisch und klinisch charakterisierten Protokollbiopsien ist fiir die Bearbeitung
dieser Fragestellung miitels den etablierten molekularpathologischen Methoden besonders
geeignet. Aus unseren bisherigen Verlaufsdaten ergeben sich Hinweise darauf, dass unmittelbar
nach Transplantation eine Zeitspanne folgt, in der Transplantatschddigungen unterschiedlicher
Genese Funktionseinschrankungen hervorrufen, aber noch nicht zu einem morphologisch
manifesten Gewebeumbau f{ihren. Sechs Monate nach Transplantation m{inden diese fr{ihen
Schddigungen in einen pathologisch-anatomisch fixierten chronisch-irreversiblen Organum-
bau. Sollte sich die Transglutaminase in dieser kritischen Zeitspanne nach Transplantation als
iberexprimiertes Schiisselmolekiil der progressiv-fibrotischen Organschddigung herausstellen,
eroffnet dieser Befund die Moglichkeit einer rechtzeitigen therapeutischen Intervention und
damit einer verbesserten Langzeitfunktion eines Nierentransplantates.

Projektverantwortlich: Michael Mengel und Oliver Bock; Férderung: DFG

Weitere Forschungsprojekte

Peptidexpressionsprofile von Mammacarcinomen

Projektverantwortlicher: Prof. H. Kreipe, Dr. rer. nat. A. Pich, PD Dr. H.-J. Liick (Brust-
zentrum der MHH) in Zusammenarbeit mit BioVision AG, Hannover; Férderung:Deutsche
Krebshilfe

Quantifizierende Analyse megakaryozytirer Genexpression bei chronischen myelo-
proliferativen Erkrankungen mit prospektiver Myelofibrose

Projektverantwortlicher: Prof. Dr. med. Oliver Bock, Prof. Dr. med. H. H. Kreipe; Férde-
rung: Deutsche Krebshilfe

Aberrante DNA-Methylierungsmuster in Knochenmarkzellen prablastarer Myelopro-
liferationen

Projektverantwortlicher: PD Dr. U. Lehmann, Prof. Dr. Kreipe; Forderung: Deutsche Krebshilfe.

Infiltrationsmuster im Knochenmark und Immunglobulinmutationsstatus bei der
BCLL

Projektverantwortliche: Dr. Ulrika Schade; Férderung :HiLF

Qualitatssicherung in der diagnostischen Immunhistochemie

Projektverantwortlicher: R. von Wasielewski, M. Mengel; Férderung: Zytomed GmbH
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Aberrierende DNA-Methylierung im hepatocelluldren Carcinom

Projektverantwortlicher: Dr. P. Flemming, PD Dr. U. Lehmann; Férderung: DFG im Rah-
men der klinischen Forschergruppe ,Molekulare Grundlagen und konsekutive Therapiean-
sdtze beim hepatozelluldren Karzinom®,

Matrix-CGH und Genexpressionsanalyse

Projektverantwortlicher: L. Wilkens, D. Steinemann, Wingen, N. von Neuhoff, B. Schle-
gelberger, P. Flemming, H. H. Kreipe; Férderung: Klinische Forschergruppe HCC der DFG

Kardialer in situ-Mikrochimarismus nach Herz- oder Knochenmarktransplantation

Projektverantwortlicher: PD Dr. U. Lehmann, Dr. M. Mengel; Férderung: Braukmann-
Wittenberg-Herz-Stiftung

Redifferenzierung von Schilddriisencarcinomen. Monitoriung und tierexperimentelle
Ansatze

Projektverantwortlicher: PD Dr. med. R. von Wasielewski, Prof. Dr. med. G. Brabant
(Abteilung Gastroenterologie und Hepatologie); Forderung: Deutsche Krebshilfe

Analyse gastrointestinaler Stromatumoren (GIST) mit Verlaufsbeobachtungen an der
Medizinischen Hochschule Hannover

Projektverantwortlicher: PD Dr. med. R. von Wasielewski, PD Dr. med. H. Bektas ( Abdo-
minal- und Viszeralchirurgie); Forderung: Novartis.

Regulation des Wachstums- und Metastasierungspotentials von Neuroblastomzellen
durch Expression und Modifikation des neuralen Zelladhasionsmolekiils (NCAM)

Projektverantwortlicher: Dr. M. Miihlenhoff (Koordinatorin, Zelluldre Chemie), Prof. Dr.
Gliier (Kinderchirurgie), PD Dr. Hildebrandt (Institut fiir Zoologie, Universitdt Hohenheim),
PD Dr. U. Lehmann (Pathologie); Férderung; Deutsche Krebshilfe.

Zell-spezifische und quantitative mRNA Expressionsanalyse kostimulatorischer
Molekiile in Nierenbiopsien bei ANCA-assoziierter Vaskulitis

Projektverantwortlicher: Dr. med. M. Mengel, Dr. med. A. Woywodt (Nephrologie); For-
derung: HiLF.
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zierten intraductalen mammacarcinomen:
Korrelation zwischen Genamplifikationen
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and Practice, Patho-biology, American
Journal of Pathology, Journal of Pathology
Mitherausgeber: Virchows Archiv, Annals
of Haematology

von Wasielewski R: Gutachtertdtigkeit fiir
Virchows Archiv und Leukemia & Lymphoma

Mengel M: Gutachtertdtigkeit fiir Clinical
Nephrology

U. Lehmann: Gutachtertétigkeit fiir Annals
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