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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 gehoren die Kombi-
nation von Lasermikrodissektion komplexer Gewebe mit quantitativer PCR, mi-RNA-Array,
Methylierungsanalysen, Massenspektrometrie von Peptiden und Matrix-CGH; ferner die
In-situ Hybridisierung und die Erzeugung von ,Tissue-Arrays“. Kooperationen mit anderen
Abteilungen der MHH und in Forschungsverbiinden basieren vor allem auf diesen innovati-
ven methodischen Ansdtzen der Gewebeanalyse (z.B. Forschergruppen Leberzellkarzinom,
Lungentransplantation, Protokollbiopsie-Programm der Nephrologie). Die beiden weiteren
Bereiche sind durch Organsysteme und ihre Erkrankungen vorgegeben, in denen das Institut
eine besondere diagnostische Kompetenz mit Untersuchungen zur Pathogeneseforschung und
der klinischen Pathologie verkniipft. Hierzu gehdren das Knochenmark (Konsiliarpathologie,
Referenzinstitution fiir die Deutsche CML Studie und andere Therapiestudien) und die Mam-
ma (Konsiliarpathologie, Referent zum Mammakarzinom in der Internationalen Akademie
fiir Pathologie, Referenzpathologie im Mammographie-Screening Programm).

Forschungsprojekte

Organchimarismus nach Transplantation als Modell zur Untersuchung der Bedeutung
adulter Stammzellen

Zu den lange Zeit unbezweifelten Annahmen gehdrt, dass die Reparatur und der Ersatz von
geschddigtem oder untergegangenem Gewebe allein einen lokalen Vorgang und eine Leistung
ortsansdssiger Vorlduferzellen darstellt. Diese traditionelle Sicht ist in den letzten Jahren
durch eine groBe Reihe publizierter Untersuchungen erschiittert worden, in denen gezeigt
wurde, dass himatopoetische Stammzellen, mesenchymale Stammzellen und zirkulierende
Fibroblasten in parenchymatdses Gewebe unterschiedlicher Differenzierung, wie Gehirn,
Leber, Haut, Knochen, Lunge und Herzmuskel einwandern und zu ausgereiften Parenchym-
zellen transdifferenzieren kdnnen. Diese Befunde wurden ganz iberwiegend im Tiermodell,
speziell Nagern, erzielt. Zum Teil, insbesondere in der Leber und der Muskulatur, konnten als
aus dem Knochenmark stammende Vorlduferzellen Monozyten identifiziert werden, die mit
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organspezifischen Zellen eher fusionierten als transdifferenzierten, was aber angesichts der
funktionellen Kapazitdt des Fusionsprodukts ebenfalls einen attraktiven Reparaturmechanis-
mus darstellt. Wahrend im Versuchstiermodell eine groBe Reihe von Untersuchungen vorliegt,
gibt es nur wenige, die am Menschen durchgefiihrt wurden. Die Studien im Humansystem
haben den Chimérismus, also das Nebeneinander von zwei genetischen Individualitdten
in einem Gewebe oder Korper untersucht, um Aufschluss {iber die Kapazitdt und das Ver-
mogen adulter Stammzellen zu erlangen. In nahezu allen diesen Studien wurde nur eine
Technik angewandt, um den Chimérismus zu dokumentieren und zu messen, die in einer
In-situ-Hybridisierung mit Geschlechtschromosomen-spezifischen Gensequenzen besteht.
Mittlerweile wissen wir, dass diese Methode stor- und artefaktanfillig ist und inshesondere
zu falschen Einschdtzungen der Chimdrismusfrequenz fiihrt. Am Institut fiir Pathologie der
MHH wurde ein alternatives Verfahren entwickelt, das weltweit erstmals fiir die Analyse
adulter Stammzellen eingesetzt wurde. Es besteht in einer immunhistochemischen Markie-
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Abb. 1: In Tubuli transplantierter Nieren finden sich epitheliale Zellen, die aus dem Organempfanger stammen und aus
zirkulierenden Vorlduferzellen mit dem Potential zur Transdifferenzierung hervorgegangen sind. Auf der rechten Bildseite
sind in einer kombinierten immunhistochemischen Darstellung und In-situ Hybridisierung Leukozyten (blau) und Epithelien
(braun) aus dem mannlichen Organempfanger, die in das Gewebe des weiblichen Spenders eingewandert sind, markiert
(rote Pfeile markieren Y-Chromosom positive Epithelien, der schwarze einen Y-Chromosom positiven Leukozyten). Nach
Laser-Mikrodissektion und ,Fingerprinting” mit hochpolymorphen Gensequenzen bestatigt sich die chimare Abkunft der
Epithelien: sowohl das Genom des Spenders (schwarz) als auch des Empfangers (rot) ist nachweisbar (linke Bildseite).

rung von Zellen im Gewebsverband, einer Laser gestiitzten Mikrodissektion der markierten
Zellen aus dem Gewebsverband und einer anschlieBenden ,Fingerprint-Analyse“ mit hoch
polymorphen Genabschnitten zur Identifizierung der genetischen Individualitét der aus dem
Gewebsverband isolierten Einzelzellen oder Gruppen von Zellen. Mit dieser Methode liel
sich erstmalig unabhangig von einer kreuzgeschlechtlichen Ubertragungssituation in allen
transplantierten Organen oder Organen von Knochenmarktransplantat-Empféangern ein
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Chimérismus untersuchen und somit Aufschluss iiber die Funktion und das Regenerations-
vermdgen adulter Stammzellen gewinnen.
Bisher konnten in diesem Projekt die folgenden Befunde erhoben werden:

1. Adulte Vorlduferzellen wandern regelmdRig in transplantierte parenchymatdse Organe ein.
Sowohl in transplantierten Lebern als auch Nieren und Lungen fanden sich epitheliale Paren-
chymzellen mit Empfangerherkunft. Die Hiufigkeit, mit der eingewanderte Empfangerzellen
epithelialer Differenzierung in den {ibertragenen Organen angetroffen werden konnten, war
individuell, insbesondere aber von Organsystem zu Organsystem sehr unterschiedlich. Be-
sonders hohe Frequenzen zeigten sich im Gallengangsystem und der Lunge, was neben der
Mikrodissektionsmethode auch durch eine In-situ-Hybridisierung mit geschlechtsspezifischen
Gensequenzen demonstriert werden konnte (Abb. 1).

2. Die Organregeneration durch zirkulierende adulte Stamm- oder Vorlduferzellen findet sich
bei schwerer Organschddigung.

Die zundchst gehegte Hypothese, dass eine Transdifferenzierung adulter Stammzellen zu
einer immunologischen Toleranz und damit einem privilegierten Uberleben hoch chimérer
Transplantate fiihre, bewahrheitete sich nicht. Im Gegenteil, sowohl in der Leber als auch
in der Lunge war die Beobachtung zu machen, dass der Chimdrismus umso ausgepragter
wat, je starker das Organ durch die AbstoBungsreaktion oder andere Folgeerscheinungen der
Transplantation in Mitleidenschaft gezogen worden war. Auch bei der Niere ergab sich keine
Korrelation zum Transplantatiiberleben. Knochenmarktransplantierte Patienten mit einer
schweren intestinalen GvHD zeigten auch einen héheren Grad des Chimdrismus. Wir schlie-
Ben aus diesen Befunden, dass die Rekrutierung zirkulierender Vorlduferzellen zur Reparatur
geschédigter Organe einen Auffang- oder Reservemechanismus darstellt, der insbesondere bei
Erschépfung lokaler Regenerationsvorgédnge zum Tragen kommt. Offensichtlich ist er nicht
in der Lage, einen schweren Organschaden zu kompensieren oder abzuwenden.

3. Die Proliferationskapazitdt eingewanderter Vorlduferzellen erscheint gering und Hinweise
auf eine Stammzelleigenschaft finden sich nicht

Die In-situ-Hybridisierung chimdrer Gewebe nach Transplantation zeigt den {iberraschen-
den Befund, dass nicht Metastasen-artige Herde bzw. ,cluster” von Zellen mit Empfanger-
genom auftauchen, sondern dass diese hier diffus, allenfalls in kleinen Gruppen eingestreut
sind (Abb. 1). Dieser Befund wirft die Frage nach der Proliferationskapazitdt und nach der in
vielen tierexperimentellen Publikationen postulierten Stammzelleigenschaft immigrierender
Vorlduferzellen auf. Um diese Frage zu untersuchen, haben wir uns mit der Herkunft maligner
Tumoren, die stets aus einer Stammzelle oder stammzellnahen Vorldufer hervorgehen, in
transplantierten Organen befasst. Zwei Leberzellcarcinome und vier Nierentumoren liefen
dabei eine ausschlieBliche Abkunft aus Spenderzellen erkennen. Lediglich bei metanephroiden
Adenomen der Niere konnten einzelne Empfangerzellen nachgewiesen werden, was darauf
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hinweist, dass Vorlduferzellen des Empfangers auch in Tumore einwandern und zumindest
deren Phdnotyp annehmen kénnen. Diese Befunde deuten darauf hin, dass das Proliferati-
onspotential immigrierender Vorlduferzellen eher gering ist.

4. Mesenchymale Zellen kénnen aus zirkulierenden Vorlduferzellen hervorgehen

Nachdem somit ein Chimédrismus und seine Bedeutung auf der Ebene der Parenchym-
zelle demonstriert werden konnte, wandten wir uns der Frage zu, ob neben Epithelien auch
mesenchymale Zellen von auferhalb in ein Organ rekrutiert werden kénnen, nicht zuletzt
da beide Zellformen {iber eine epithelial-mesenchymale Transition in einander {ibergehen
konnen. Hierzu wurden als Modell Defektheilungen bzw. Entziindungsvorgénge, bei denen
es zu einer Fibroblastenproliferation kommt, herangezogen. Eine typische Komplikation der
Lungentransplantation stellt der zu einer Obstruktionssymptomatik fiihrende fibrotische
Verschluss von kleinen Bronchien dar, der als Bronchiolithis obliterans bezeichnet wird.
Interessanterweise zeigte sich, dass die Matrix produzierenden Zellen, speziell die Myofib-
roblasten, die an dem Bronchusverschluss beteiligt sind, aus dem Knochenmark der Organ-
empfdnger stammen. Auch bei einer Bronchiolithis obliterans, die sich bei Empfangern von
Knochenmarktransplantaten entwickelte, fand sich dieses Phdnomen. Die sog. Quilty-Ldsion
bei Herztransplantierten, die aus einer Proliferation von lockerem Bindegewebe und GefdlRen
besteht, erwies sich ebenfalls als chimdr, wobei offensichtlich die Lymph- und BlutgefdRe,
die in diese Ldsion im transplantierten Herzen einsprossen, aus dem Organempfdnger
stammen. Mit diesen Befunden ergeben sich vollig neue Sichtweisen zur Pathogenese und
therapeutischen Beeinflussbarkeit von fibrosierenden Organschddigungen, z.B. im Rahmen
einer Lungenfibrose oder Leberzirrhose, wo die iiberschielende lokale Matrixproduktion zu
einem irreversiblen Funktionsverlust des geschddigten Organes fiihrt. Attraktion, Immigrati-
on, Aktivierung und Proliferation von myofibroblastdren Vorlduferzellen werden durch noch
unbekannte Mechanismen bewerkstelligt, deren ndhere Kenntnis eine gezielte therapeutische
Intervention erméglichen koénnte. In weiterfiihrenden Projekten soll daher die Immigration
mesenchymaler Vorlduferzellen gezielt untersucht werden.

Projektleiter: Prof. Dr. H. Kreipe, PD Dr. U. Lehmann, PD Dr. M. Mengel, Dr. V. Brocker,
Dr. D. Jonigk; Forderung: DFG, Braukmann-Wittenberg-Herz-Stiftung

Weitere Froschungsprojekte

Quantifizierende Analyse megakaryozytarer Genexpression bei Chronischen Myel-
oproliferativen Erkrankungen mit prospektiver Myelofibrose;

Projektleiter: O. Bock, H. Kreipe; Forderung: Deutsche Krebshilfe, Dr. Mildred Scheel
Stiftung
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Pathogenetische Bedeutung der Gewebe-Transglutaminase in der Entstehung der
chronischen Transplantatnephropathie;

Projektleiter: M. Mengel, H. Gwinner, O. Bock; Férderung: Deutsche Forschungsgemein-
schaft (DFG, ME 2097/3-1)

Pathomechanismen der chronischen Transplantatnephropathie. Ergebnisse aus
Protokollbiopsien nach Nierentransplantation.

Projektleiter: M. Mengel, D. Jonigk, V. Brocker, H. Kreipe, Th. Becker, M. Neipp, W.
Gwinner, A. Schwarz, H. Haller: Kooperation zwischen Pathologie, Transplantationschirurgie
und Nephrologie; Forderung: Industrie (Roche, Novartis, Astellas)

Kardialer Mikrochimarismus nach Herz- und Knochenmarkstransplantation

Projektleiter: U. Lehmann, M. Mengel; Forderung: Braukmann-Wittenberg-Herz-Stiftung

Qualitatssicherung in der diagnostischen Immunhistochemie

Projektleiter: R. von Wasielewski, M. Mengel; Férderung: Industrie (Zytomed GmbH)

Aberrante DNA-Methylierungsmuster in Knochenmarkzellen prablastarer Myel-
oproliferationen

Projektleiter: U. Lehmann, H. Kreipe; Férderung: Deutsche Krebshilfe (10-1842-Le I)

Aberrierende DNA-Methylierung im HCC

Projektleiter: P. Flemming, U. Lehmann; Férderung: DFG im Rahmen der klin. Forscher-
gruppe ,,Molekulare Grundlagen und konsekutive Therapieansdtze beim hepatozelluldren
Karzinom* (KFO-119 / TP2)

Regulation des Wachstums- und Metastasierungspotentials von Neuroblastomzellen
durch Expression und Modifikation des neuralen Zelladhdsionsmolekuiils (NCAM)
Projektleiter: M. Miihlenhoff (Koordinatorin, Abteilung Zelluldre Chemie, MHH), S.
Glijer (Abteilung Kinderchirurgie, MHH), H. Hildebrandt (Institut fiir Zoologie, Universitdt
Hohenheim), U. Lehmann (Institut fiir Pathologie, MHH); Forderung: Deutsche Krebshilfe

Methylierungsprofile verschiedener Subtypen des Mammakarzinoms

Projektleiter: U. Lehmann

Globale Gen- und Proteinexpressionsanalysen zur Differentialdiagnostik morpho-
logischer Subtypen epithelialer Lebertumoren
Projektleiter: L. Wilkens, H. Kreipe, S. Schlegelberger; Klinische Forschergruppe ,,Mole-

kulare Grundlagen und konsekutive Therapieansétze beim hepatozelluldren Karzinom* der
DFG (KFO119/1), Teilprojekt 3
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Identifizierung von chromosomalen Imbalancen, insbesondere Amplifikationen, in

HCC mittels Matrix CGH

Projektleiter: L. Wilkens, S. Schlegelberger; Forderung: Deutsche Krebshilfe (Az

106100)

Referenzpathologische Begutachtung von Knochenmarkbiopsien im Rahmen der

Europdischen MDS-004-Studie

Projektleiter: G. Biische; Forderung: Celgene Corporation, U.S.A.)

Globale Genexpressionsanalyse von Chondrosarkomen

Projektleiter: L. Bastian, F. Langer, H. Hoheisel
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Lehmann U: Down-regulation of the
IGF-2/H19 locus during normal and ma-
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imprinting pattern. Int ] Oncol 2005; 26(2):
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Traub F Feist H, Kreipe HH, Pich A:
SELDI-MS-based expression profiling of
ductal invasive and lobular invasive human
breast carcinomas. Pathol Res Pract 2005;
201(12): 763-70.

Verhulst A, Asselman M, De Naeyer S, Verva-
et BA, Mengel M, Gwinner W, D'Haese PC,
Verkoelen CF, De Broe ME: Preconditioning
of the distal tubular epithelium of the human
kidney precedes nephrocalcinosis. Kidney Int
2005; 68(4): 1643-7
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Wedemeyer ], Gratz KF, Soudah B,
Rosenthal H, Stralburg C, Terkamp C, Bahr
M]J, Manns MP, Gebel MJ, Bleck JS: Splenose
- eine wichtige Differenzialdiagnose unklarer
abdomineller Raumforderungen bei splenek-
tomierten Patienten. Z Gastroenterol 2005;
43: 1225-9.

Wilkens L, Gerr H, Gadzicki D, Kreipe H,
Schlegelberger B: Standardized fluorescence
in situ hybridisation in cytological and his-
tological specimens. Virchows Arch 2005;
447(3): 586-92.

Wittke S, Haubitz M, Walden M, Rohde
F, Schwarz A, Mengel M, Mischak H,
Haller H, Gwinner W: Detection of acute
tubulointerstitial rejection by proteomic
analysis of urinary samples in renal trans-
plant recipients. Am J Transplant 2005;
5(10): 2479-88.

Letter

Mengel M, Jonigk D, Kreipe H: Epithe-
lial cell renewal after renal transplantation.
J Clin Invest 2005; 18 [letter]

Mengel M, Lehmann U, Kreipe H:Chi-
merism after solid organ transplantation. Am
J Transplantation 2005; 5(12): 3021 [letter]

Review

Fend F, Bock O, Kremer M , Specht K , Quin-
tanilla-Martinez L: Ancillary Techniques in
Bone Marrow Pathology: Molecular Diag-
nostics on Bone Marrow Trephine Biopsies.
Virchows Arch 2005; 447(6): 909-19.

Buchbeitrage

Lehmann U, Kreipe H: Laser-assisted
microdissection. In: Breast Cancer Research

Protocols. Eds.: S. A. Brookes & A. Harris.
Humana Press, Totowa 2005; pp. 65-75.

Abstracts

2005 wurden insgesamt 33 Abstracts ver-
offentlicht.

Promotionen

Buurman, Hilke: Vergleich des Amplifikati-
onsmusters wachstumsregulierender Gene
in intraductalen und invasiven Mammacat-
cinomkomponenten.

Dingemann, Jens: Quantitative Analyse der
mRNA Expression der DNA-Methyltransfera-
sen DNMT-1, -3A und -3B in Knochenmark-
Biopsien von MDS-Patienten.

Janisch, Stefanie: Expression von P-Glykopro-
tein in astrozytédren und oligodendrolialen
Tumorzellen humaner maligner Gliome.

Jonigk, Danny David: Epithelialer Mikrochi-
marismus nach Nierentransplantation.

Rauhut, Yvonne: Quantitative Gen-Ex-
pressionsanalyse in paraffinasservierten
Knochenmarkzellen unter Einsatz der La-
ser-Mikrodissektion - Nachweis der Leicht-
kettenrestriktion in B-Zell-Neoplasien.

Traub, Frank (MD/PhD): Profiling of Breast
Cancer.

Vrielmann, Rena: Immunhistochemischer
Nachweis onkogener Virusproteine in Tu-
moren nach Nierentransplantation.

Patente

E. Traub, A. Pich, H. Kreipe: Use of PTA
peptides for stratification of individuals ha-
ving cancer. Patent PCT/EP2005/013244;
EP_04029171.8

582

MHH Forschungsbericht 2005



PatHoLoGIE, FORENSIK UND GENETIK

L. Wilkens: Haltevorrichtung und Verfah-
ren zum Pipettieren von Proben. Patent
10220488.8-44

Weitere Tatigkeiten in der Forschung

Gutachtertdtigkeit: O. Bock, European Jour-
nal of Cancer, Haematologica, Journal of Pa-
thology, Leukemia & Lymphoma, Leukemia
Research; G. Biische, Blood; T. Buhr, Annals
of Hematology, Haematologica.

H. H. Kreipe, DFG, Deutsche Krebshilfe,
Sander-Stiftung, Blood, American Journal of
Pathology, International Journal of Cancer,
Virchows Archive, Pathology Research and
Practice, Cancer Letters, Eropean Journal of
Cancer, Journal of Haematology, Journal of
Cancer Research, Clinical Oncology, Journal
of Pathology.

U. Lehmann, International Journal of Cancer,
BioTechniques (3x), Cancer Letters, Nucleic
Acids Research (3x), Genes, Chromosomes,
and Cancer (2x), Annals of Hematology,
European Journal of Cancer, Journal of His-
tochemistry & Cytochemistry, Biochemical
Genetics, Journal of Cancer Research and
Clinical Oncology.

M. Mengel, American Journal of Transplan-
tation, Asian Journal of Andrology, Clinical
Nephrology, Nephrology Dialysis and Trans-
plantation.

L. Wilkens, Cellular Oncology, International
Journal of Cancer, European Journal of Sur-
gical Oncology, Modern Pathology.
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