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Die lichtmikroskopische, immunhisto-
logische und elektronenmikroskopische
Untersuchung von Nierenbiopsien stellt
den diagnostischen Goldstandard in der
Nephrologie dar. In der tédglichen Pra-
xis sind die Ergebnisse dieser Untersu-
chungen und ihre Interpretation rich-
tungweisend fiir viele klinische Entschei-
dungen. Es sind hierbei tiberwiegend
morphologische Verdnderungen, die den
Nephrologen bei seinen Therapieent-
scheidungen leiten.

Aktive Zentren der Europadischen Renalen
cDNA Bank — Kroner-Fresenius Biopsiebank
seit Griindung des Konsortiums
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Genexpressionsanalysen
an Nierenbiopsien

Die Europaische Renale cDNA Bank -
Kroner-Fresenius Biopsiebank

In Zeiten der ,-omic-Technologien®
- Genomics fiir umfangreiche Genex-
pressionsanalysen, Proteomics fiir Un-
tersuchung von Hunderten von Eiwei-
Ben, u. a. - und in der Ara der Systembio-
logie sollten neue Methoden einen um-
fassenderen Informationsgewinn aus Nie-
renbiopsie-Gewebe moglich machen. Das
Ziel ist die genauere Abbildung der biolo-
gischen Prozesse, die dem Krankheitspro-
zess zugrundeliegen. Sollten sich hiermit
Informationen gewinnen lassen, die Pro-
gnosen zum klinischen Verlauf zulieflen
oder Differenzialdiagnosen trennen kon-
nen, so wiére ein grofier Schritt zur spezi-
fischeren Therapie und individualisierten
Patientenbetreuung getan.

Vor zehn Jahren, als sich die Moglich-
keiten der Genexpressionsanalyse abzeich-
neten, schlossen sich mehrere europa-
ische Nephrologiezentren zu einem Kon-
sortium zusammen, der Européischen Re-
nalen cDNA Bank (ERCB). Ziele dieses
gemeinschaftlichen Projektes waren:
== Verbesserung des Verstindnisses der

Mechanismen von humanen Nieren-

erkrankungen,

1 Aus Wertschitzung fiir die umfassende Unter-
stlitzung des Projektes durch die Else Kroner-
Fresenius-Stiftung erfolgte im Jahr 2006 die
Umbenennung der ERCB in,Europédische Renale
cDNA Bank — Kréner-Fresenius Biopsiebank”.

== Identifizierung von diagnostischen
und prognostischen Markern in Nie-
renbiopsien und

== Bereicherung der nephrologischen
Forschung durch translationelle Un-
tersuchungen, d. h. der Uberpriifung
von Befunden aus der Grundlagen-
forschung auf deren Relevanz fiir die
Krankheitsprozesse im Menschen.

Im Folgenden sollen Ergebnisse und Er-
kenntnisse aus dieser einzigartigen Ko-
operation berichtet werden.

Methoden und Auswertung

Zwei Methoden haben sich in den letz-
ten Jahren etabliert, um zu untersuchen,
welche Gene in einem Gewebe transkrib-
iert werden: Die quantitative Real-time-
RT (Reverse Transkriptase)-PCR (Poly-
merasekettenreaktion) und die Micro-
arrays. Erstgenannte Methode ist sehr sen-
sitiv, durch Amplifikation konnen auch
geringste Mengen einer spezifischen Nu-
kleinsduresequenz quantifiziert werden
[8]. Microarrays erlauben die gleichzei-
tige Untersuchung tausender cDNAs [13].
Unter Einbeziehung klinischer Daten in
die weitere Analyse kann es gelingen, das

Der vorliegende Beitrag wurde bereits in der
Ausgabe 3/2008 der Zeitschrift,,Der Nephrolo-
ge” veroffentlicht.

Der Pathologe 2 - 2009 ‘ 101



Schwerpunkt: Methoden in der Pathologie

)1,
o

Biopsie

Routine-
Diagnostik

F4
3
=
S
«
o

Klinische Daten,
Histologie

Mikrodissektion,
RNA-Isolation

o,
W 2000
O
[N
/ Genexpressions-
Analyse

Korrelation von
klinischen Daten mit
Genexpression

Abb. 1 A Schematische Darstellung der Europédischen Renalen cDNA Bank. Ein kleiner Teil des Nieren-
biopsiematerials geht in die Genexpressionsstudie ein. Es wird eine Mikrodissektion von Glomeruli
und Tubulointerstitium vorgenommen und RNA isoliert. Die Genexpressionswerte werden mittels

Real-time-RT-PCR oder Microarrays erhoben
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Abb. 2 A Denkbare Ergdnzung der Routinediagnostik durch die Genexpressionsanalyse.

Aktuell basieren Entscheidungen in der Nephrologie auf klinischen Parametern und Ergebnissen der
Routine-Biopsiediagnostik. Eine zukiinftige Ergdnzung um die Genexpressionsanalyse und weitere
moderne Ansétze (z. B. Proteomics) erscheinen vielversprechend

Expressionsmuster bestimmter Gene mit
dem klinischen Verlauf oder dem Thera-
pieansprechen zu korrelieren.

© Genexpressionsmuster werden
mit dem Verlauf und dem
Therapieansprechen korreliert

Entscheidend fir beide Methoden ist
die hohe Qualitit des Untersuchungs-
materials, der mRNA, und das Vermei-
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den von unspezifischen Veranderungen
der mRNA-Expression vor der Analyse.
Fir die ERCB wurde ein Asservierungs-
und Aufarbeitungsprotokoll entwickelt,
das fiir den Kliniker sehr einfach anzu-
wenden ist und fiir die speziellen Unter-
suchungen eine hohe Reproduzierbar-
keit sicherstellt: Ein kleiner Teil des Nie-
renbiopsiegewebes wird in voretikettierte
Gefifle gegeben, die mit einem RNase-
Inhibitor gefiillt sind. Hierin ist das Gewe-

be fiir die Genexpressionsanalyse fiir Wo-
chen geschiitzt. Um der komplexen Ar-
chitektur der Niere halbwegs gerecht zu
werden, wurde in das Protokoll der ER-
CB eine standardisierte Mikrodissektion
in Glomeruli und Tubulointerstitium ein-
geschlossen ([2]; @ Abb. 1).

Die folgende Ubersicht zu Untersu-
chungen und Ergebnissen der ERCB ist
gemif3 oben genannter Aufgabenfelder
des Konsortiums gegliedert: translatio-
nelle Forschung, Erkenntnisse zur Pa-
thogenese humaner Nierenerkrankungen
und Ausblicke zu diagnostischen Einsatz-
moglichkeiten.

Translationelle Forschung

Von der Maus zum Menschen
und wieder zuriick

Bei der Vielzahl von Daten aus Tiermo-
dellen wird es immer wichtiger, die Er-
gebnisse beziiglich ihrer Ubertragbar-
keit auf den Menschen zu iiberpriifen.
Héufig geschieht dies mittels morpholo-
gischer Methoden wie Histologie und Im-
munhistologie. Die ERCB bietet hier die
Moglichkeit des Vergleichs auf einer wei-
teren Ebene. So wurde unlangst ein iiber-
raschender Befund von Ding et al. [4] aus
einem Mausmodell am Menschen iiber-
priift: Diese Arbeitsgruppe stellte fest,
dass die Induktion von hypoxieassozi-
ierten zelluldren Prozessen in Podozyten
ausreicht, um bei Méusen eine rapid-
progressive Glomerulonephritis (RPGN)
auszulosen. Die Untersuchung mikrodis-
sezierter Glomeruli von Patienten mit ei-
ner RPGN erbrachte das gleiche Gen-
expressionsmuster wie im Tiermodell.
Obgleich der Pathomechanismus im
Menschen unklar bleibt, kénnen sich aus
diesem Befund neue therapeutische An-
sitze ergeben, denn die Blockierung eines
spezifischen hypoxieinduzierten Genpro-
dukts (CXCR4) durch Ding et al. verlang-
erte das Uberleben der Méuse.

© Hypoxie ist ein zentraler
Mechanismus in der
Pathogenese von
Nierenerkrankungen

Die Erkenntnis, dass die Hypoxie ein zen-
traler Mechanismus in der Pathogene-



Zusammenfassung - Abstract

se von Nierenerkrankungen ist, ergibt
sich auch aus der Arbeit von Higgins et
al. [10]. Diese zeigte, dass die renale Ex-
pression des hypoxieinduzierten Faktors
HIF-1a die Nierenfibrose bei Mausen ver-
starkt. Es konnten mehrere Gene identi-
fiziert werden, die hierbei von HIF-1a re-
guliert werden. Mittels Daten der ERCB
wurde gezeigt, dass dieser Pathomecha-
nismus auch fiir den Menschen zu gel-
ten scheint. Wieder sind therapeutische
Optionen durch Interaktion mit hypoxie-
assoziierten Prozessen denkbar.

© Denkbar sind Therapieoptionen
durch Interaktion mit
hypoxieassoziierten Prozessen

Wihrend beide genannten Studien die
humanen Daten zur Bestitigung tier-
experimenteller Ergebnisse nutzten, ist
auch der umgekehrte Weg sinnvoll: Auf-
grund pathophysiologischer Uberle-
gungen bildeten Sever et al. [16] die Hy-
pothese, dass die Regulation von Cathep-
sin-L im Podozyten mit Verdnderungen
der glomeruléren Filterfunktion einherge-
hen miissten. Erst nachdem Vorversuche
in Zellkultur und Befunde am Menschen
mittels der ERCB diese Hypothese stérk-
ten, wurde in aufwéndigen Tiermodellen
gezeigt, dass Cathepsin-L bei Podozyten-
schédden tatséchlich eine Rolle spielt und
bei Méusen die Hemmung dieses Mecha-
nismus therapeutisch eingesetzt werden
kann.

Mechanismen der Nephropathien

Wann machen uns welche
Gene krank — und wie?

Die Moglichkeiten der ERCB nutzen zahl-
reiche Forschungsgruppen, um die Funk-
tion bestimmter Gene und deren Regu-
lationsmechanismen bei Nierenerkrank-
ungen zu untersuchen. So wurde gezeigt,
dass ein bestimmter Rezeptor fiir in-
flammatorische Botenstoffe (CX3CR1) bei
der interstitiellen Fibrose ein Rolle spielt
[11]. Andere wiesen zum ersten Mal eine
verstarkte Expression bestimmter Kolla-
gene (COL8A1/2) bei der diabetischen
Nephropathie (DN) nach [7]. Und es
fand sich der tiberraschende Befund, dass
ein Wachstumsfaktor aus der Familie der

»platelet derived growth factors® bei der
membrandsen Glomerulopathie wohl von
Podozyten gebildet wird [5].

Diese Befunde zeigen beispielhaft, dass
bei Nierenerkrankungen bestimmte Gen-
produkte neu oder verstarkt gebildet wer-
den. Aber es ist nicht immer das Mehr
eines Genprodukts, das der Niere scha-
det: Bei unterschiedlichen Mausmodellen
fiir die DN wurde zwar eine Induktion des
Wachstumsfaktors ,vascular endothelial
growth factor A* (VEGF-A) beschrieben.
Durch Hemmung von VEGF-A konnte
im Tiermodell sogar der Verlauf der Er-
krankung gemildert werden [3]. Untersu-
chungen an Biopsien der ERCB erbrach-
ten aber, dass — ganz anders als bei der
Maus - VEGF-A in der Niere von Pati-
enten mit DN vermindert gebildet wird.
Und zudem ist die Gefaf3dichte in der Nie-
re bei dieser Nephropathie deutlich redu-
ziert. Daher konnte eine Blockierung von
VEGF-A, im Tiermodell vielversprechend
und bei humanen Tumorerkrankungen
eingesetzt, Patienten mit fortgeschrittener
DN mehr schaden als nutzen [12, 1].

Die moderne Genexpressionsanalyse
erlaubt das Erkennen komplexer, funkti-
oneller Zusammenhinge. Dies sei an fol-
gendem Beispiel dargestellt:

Es zeigte sich bei Biopsien von Pati-
enten mit DN eine starke Expression von
Molekiilen, die sonst bei Entziindungsre-
aktionen eine Rolle spielen. Von ,,Entziin-
dungsgenen® weif$ man, dass ihre Regula-
tion von bestimmten Transkriptionsfak-
toren abhéngig ist, die an Abschnitte der
DNA binden, die fiir die Aktivierung die-
ser Gene verantwortlich sind (Promotor-
regionen). Tatsdchlich lie3 sich bei den
Genen, die bei DN induziert waren, ein
ganz spezifisches Muster von Transkripti-
onsfaktor-Bindungsstellen in den Promo-
terregionen nachweisen [15]. Dieser Be-
fund macht deutlich, dass die Entziindung
beim Fortschreiten der DN eine wichtige
Rolle spielt. Im Tiermodell sind entziin-
dungshemmende Therapieprinzipien fiir
Folgeschaden dieser Stoffwechselerkran-
kung schon mit Erfolg gepriift worden
[17]. Denkbar ist, dass eines Tages Pati-
enten mit DN und einem ausgeprigten
»Entziindungsprofil“ in der Nierenbiop-
sie von einer antiinflammatorischen The-
rapie profitieren konnten.

Pathologe 2009 - 30:101-104
DOI 10.1007/500292-008-1111-2
© Springer Medizin Verlag 2008

C.D. Cohen - M Kretzler
Genexpressionsanalysen an
Nierenbiopsien. Die Europaische
Renale cDNA Bank - Kroner-
Fresenius Biopsiebank

Zusammenfassung

Die Nierenbiopsie und deren histologische
Aufarbeitung sind klinische Routine und di-
agnostischer Goldstandard in der Nephro-
logie. Neue Methoden ermdglichen an dem
gewonnenen Material neben der etablierten
Diagnostik auch die umfassende Analyse der
Genexpression. Anhand von Ergebnissen ei-
ner europdischen Multicenterstudie zur Gen-
expressionsanalyse an Nierenbiopsien wird
gezeigt, dass dieser moderne Ansatz nicht
nur die sogenannte Grundlagenforschung
bereichert, sondern in Zukunft die Biopsiedi-
agnostik erganzen konnte. Die Ziele sind hier-
bei erweiterte Diagnosestellung, spe-
zifischere Therapieentscheidung und indivi-
duelle Prognoseabschatzung.

Schliisselworter
Nierenbiopsie - Nierenerkrankungen - Gen-
expression - Biomarker - Diagnostische Tests

Gene expression analyses of
kidney biopsies. The European
Renal cDNA Bank - Kroner-
Fresenius Biopsy Bank

Abstract

Histological analysis of kidney biopsies is an
essential part of our current diagnostic work-
up of patients with renal disease. Besides the
already established diagnostic tools, new
methods allow extensive analysis of the sam-
ple tissue’s gene expression. Using results
from a European multicenter study on gene
expression analysis of renal biopsies, in this
review we demonstrate that this novel ap-
proach not only expands the scope of so-
called basic research but also might supple-
ment future biopsy diagnostics. The goals are
improved diagnosis and more specific thera-
py choice and prognosis estimates.

Keywords

Kidney biopsy - Kidney diseases - Gene ex-
pression profiling - Biomarker - Diagnostic
test
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Markermolekiile

Fiihren mehr Informationen
auch zu mehr Erkenntnis?

Nierenbiopsien sollen im klinischen All-
tag natiirlich eine Diagnose liefern, Thera-
pieentscheidungen erméglichen und Pro-
gnoseabschétzungen erleichtern. Kann in
der Zukunft die Genexpressionsanalyse
fir den klinischen Nephrologen von Nut-
zen sein?

Fiir eine der ersten Arbeiten mit dieser
Fragestellung benutzten Henger et al. [9]
zundchst Genexpressionsdaten aus Ne-
phrektaten von hydronephrotischen Nie-
ren. Es gelang anhand dieser Daten, spe-
zifische Expressionsmuster fiir entziind-
liche bzw. fibrosierende Gewebeverin-
derungen zu identifizieren. Eine deut-
liche Induktion dieser ,,Markermolekiile
konnte dann in Nierenbiopsien der ER-
CB nachgewiesen werden. Die mRNA-
Expression war mit dem Fortschreiten
der Nierenerkrankung bis zur Dialyse-
pflichtigkeit oder zum Tod assoziiert. Die-
se Studie stiitzt die Hypothese, dass sich
Klinische Verldufe mittels der renalen Gen-
expression schon zum Zeitpunkt der Bi-
opsie vorhersagen lassen kénnen.

Anhand publizierter Ergebnisse und
Daten der ERCB wurden in der Zwischen-
zeit rund 350 Gene ausgewihlt, die das Po-
tenzial zu ,Markergenen haben, das heif3t
zusitzliche Informationen zu Diagnose
und Prognose liefern kénnten. Erste un-
veroffentlichte Ergebnisse anhand von
Untersuchungen an Nierenbiopsien von
mehreren Dutzend Patienten zeigen, dass
die Expressionsmuster tatsichlich mit der
Nierenfunktion zum Zeitpunkt der Biop-
sie zu korrelieren sind.

== Entscheidend wird sein, ob mittels
des Genexpressionsmusters
zum Zeitpunkt der Biopsie
auch die Nierenfunktion im
Verlauf ausreichend zuverlassig
vorausgesagt werden kann.

Die Ergebnisse machen es denkbar, dass
die Genexpressionsanalyse die etablierte
Routinediagnostik erginzen und um zu-
sitzliche Informationen bereichern wird.
Bis dahin werden die zu erwartenden
»Markermolekiile“ aber noch viele kli-
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nische und statistische Priifungen beste-
hen miissen. Und es sei nicht unerwahnt,
dass auch die moderne Urindiagnostik
mittels Proteomanalyse den Anspruch
auf diagnostische Wertigkeit erhebt
([14, 6]; @ Abb. 2).

Fazit fiir die Praxis

Drei besondere Schwerpunkte der Gen-
expressionsanalyse an Nierenbiopsien
wurden in diesem Ubersichtsartikel am
Beispiel der Europaischen Renalen cDNA
Bank - Kroner-Fresenius Biopsiebank
vorgestellt: Genexpressionsanalysen er-
madglichen es, auf effiziente Weise Ergeb-
nisse aus Tiermodellen an humanen Nie-
renbiopsien zu iliberpriifen. Ebenso kon-
nen mit neuen Analysemethoden Krank-
heitsmechanismen aus den Daten her-
ausgelesen werden. Und schlussendlich
weisen die Ergebnisse darauf hin, dass
ausgewahlte ,Markergene” eine verbes-
serte Vorhersage des Krankheitsverlaufs
erlauben kénnen.

Moderne Analysemethoden wie die Gen-
expressionsanalyse werden die etablier-
ten Untersuchungsmethoden (Lichtmik-
roskopie, Inmunhistologie, Elektronen-
mikroskopie) nicht ersetzen. Die derzeit
vorliegenden Daten geben aber Anlass
zur Hoffnung, dass die Genexpres-
sionsanalyse als Erganzung zur Routine-
diagnostik einen Zuwachs an Informati-
onen beziiglich Diagnose, Therapie-
ansprechen und Prognose des Patienten
bieten wird.
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