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1 Ursprüngliche Aufgabenstellung 
Die primäre membranoproliferative Glomerulonephritis (MPGN) gehört zu den seltenen 

Nierenerkrankungen. Dazu zählt die alternativ Komplementsystem-vermittelte C3-

Glomerulopathie (C3G) oder die Immunkomplex-vermittelte MPGN (IC-MPGN). Bei beiden 

Varianten werden Anomalien des alternativen Komplementsystems beobachtet und es gibt 

keine wirksame Therapie. Allerdings befinden sich derzeit mehrere Kandidaten in der 

klinischen Entwicklung, die auf das Komplementsystem abzielen und stellen mögliche 

therapeutische Option für C3G/IC-MPGN dar. Das Krankheitsbild der C3G/IC-MPGN ist 

heterogen und Patienten haben in unterschiedlichen Stadien eine abnorme Aktivierung einer 

Komplementkaskade. Dies erfordert eine sich an der jeweiligen Pathogenese orientierende 

Neuklassifizierung. Mit Hilfe eines datengesteuerten Ansatzes wurden zuvor vier Cluster von 

C3G/IC-MPGN-Patienten identifiziert (Iatropoulos, Daina et al. 2018). Im DECODE Projekt 

gehen wir einen globalen Omik-Ansatz an (Proteomik und Metabolomik). Wir erhoffen, eine 

bessere Stratifizierung der primärem C3G/IC-MPGN zu erreichen und spezifische Biomarker 

zu identifizieren, die für die Diagnose und Prognose dieser heterogenen Krankheit wichtig 

sind. Am HMGU wird dafür spezifisch für das DECODE folgende Vorhaben durchgeführt. 1) 

Durchführung einer globalen Messung und Auswertung der Stoffwechselendprodukte 

(Metabolite), die mittels der Tandem Massenspektrometrie und der 

Kernspinresonanzspektroskopie aufgezeichnet werden. 2) Multivariate Analyse der 

hochdimensionalen Metabolomik Daten unter Einbezug von Kovariaten. 3) Höchstsignifikante 

Metabolite werden durch gezielte Analytik bestätigt, um quantitative Werte der 

Stoffwechselprodukte zu bekommen. 4) Integration aller -Omik Techniken (Proteomik und 

Metabolomik) um eine systembiologische Übersicht der seltenen Erkrankung zu erreichen.  

2 Ablauf des Vorhabens 
Das Vorhabensziel des HMGU als Partner im DECODE Konsortium ist es, eine detaillierte 

Untersuchung der Metabolitenprofile in der primären Glomerulonephritis durchzuführen. Das 

ist Teil des transnationalen Verbundprojekts „DECODE“ der Förderinitiative „ERA-PerMed“. 

Der Verbund „DECODE“ wird durch eine italienische Arbeitsgruppe koordiniert und hat 

insgesamt 6 Projektpartner. Die HMGU-Partner liefern im DECODE Projekt hochdimensionale 

Metabolitendaten von Blut- und Urinproben, die durch eine globale und breitgestreute Analyse 

und Auswertung dieser Metabolite erreicht wird. Hierzu wird spezifisch LC-MS angewendet, 

welche die Analyse von hochabundanten Stoffwechselprodukten aber auch gering-

konzentrierten und unbekannter Metabolite ermöglicht. Diese analysierten Metabolite werden 

spezifisch für diese Erkrankung validiert, was durch eine gezielte Analytik erreicht wird. Zudem 

ermöglicht die multivariate Analyse von allen Metabolitendaten, bestimmte Muster zu 

erkennen und neue Hinweise zu finden wie zum Beispiel neue Metabolitenklassen oder 
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Stoffwechselwege im Urin oder Plasmaproben der Patienten mit der primären 

Glomerulonephritis. Eine weitreichende Integration von omischen Daten ermöglicht einen 

systembiologischen Überblick über die primären Glomerulonephritis, die wir mit Hilfe der 

Metaboliten, Proteine und Gensequenzen durchführen werden. Zudem wird regelmäßig über 

die Ergebnisse im Konsortium diskutiert und kommuniziert, und wissenschaftlich nach außen 

getragen durch die Erstellung von Fachpublikationen. 

3 Zusammenfassung der wesentlichen Ergebnisse 
Das Ziel des DECODE Projektes ist eine detaillierte und umfassende Analyse der 

membranoproliferative Glomerulonephritis (MPGN) durchzuführen. Zu den Analysen gehört 

unter anderem die Anwendung der Metabolomik. Damit kann eine Vielzahl von 

Stoffwechselprodukten im Blut und Urin analysiert werden und mit der MPGN assoziiert 

werden. Dafür wurden Plasma- und Urinproben von gesunden Kontrollen, Patienten mit 

Proteinurie und 50 Patienten mit MGPN gesammelt und polare Stoffwechselprodukte mittels 

der LC-MS/MS gemessen. MPGN-Patienten wurden zusätzlich in fünf verschiedene Gruppen 

unterteilt. Das wurde anhand von einem Clustering von histologischen, immunologischen und 

klinischen Parametern durchgeführt, wofür insgesamt 29 Variablen zur Verfügung standen. 

Wir konnten mithilfe von multi- und univariater statistischen Analyse herausfinden, dass sich 

ein Cluster von MPGN-Patienten (Cluster 1) insbesondere durch erniedrigte Aminosäuren und 

erhöhte Acylcarnitine Level unterscheidet. Veränderte Acylcarnitine Level können auf 

Verschlechterung der Nierenfunktion deuten. Zudem wurden verschiedene 

Normalisierungstechniken für Urinproben getestet, um den Einfluss von unterschiedlich 

konzentriertem Urin zu studieren. Als Normierungsparamater wurden Kreatinin, Dichte oder 

UV-Absorption herangezogen und die Proben wurden anhand dieser Werte verdünnt und mit 

LC-MS/MS gemessen. Jedoch konnte man keine Verbesserung der Statistik gegenüber einer 

simplen uniformen Verdünnung erkennen. In der Fachliteratur ist eine Normalisierung zum 

Kreatininwert beschrieben, deswegen wurden Urinproben anhand dieser Werte normalisiert. 

Urinproben wurden mittels LC-MS/MS gemessen. Mithilfe multi- und univariater statistischen 

Analyse konnten wir herausfinden, dass sich MPGN-Patienten von gesunden Kontrollen 

unterscheiden. Der Unterschied kam durch erniedrigte Aminosäuren und deren Derivate, 

sowie erhöhte Lipide (Phosphatidylcholine) im Urin der MPGN-Patienten. Innerhalb der 

MPGN-Gruppe konnten sich Cluster 1 und Cluster 4 am besten von gesunden Kontrollen 

unterscheiden. Urin und Plasmadaten wurden dem Konsortium zur Verfügung gestellt, um 

Selbstorganisierende Karten oder Regressionen zu berechnen. Jedoch konnte keine 

eindeutige und ausreichende Klassifizierung erreicht werden, welches auf die starke 

Variabilität der Metabolite zurückführen ist. 
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1 Durchgeführte Arbeiten 
Im folgenden Abschnitt werden nun Punkte des DECODE Projektes mit Hilfe der Metabolomik 

erforscht. Es wird untersucht, ob und wie sich Metabolite Profile verhalten in der MPGN-

Erkrankung. Es werden Metabolite in Blut- und Urinproben untersucht. Es wird eine breit 

gestreute Technik der Metabolomik angewendet und nach der Prozessierung dieser Daten, 

wird mit Hilfe der uni- und multivariaten Statistik, eine Assoziation zu der MPGN-Erkrankung 

gesucht. Zudem wurden Metabolite weiteren Analysen unterzogen, um den Einfluss der 

Kovariaten zu berechnen, um cluster-spezifische Metabolite zu finden und ob sich Metabolite 

zu Vorhersage dem Clustering der MPGN-Erkrankung eignen. Insgesamt sind es vier Punkte, 

die wird detailliert anhand der Metabolite zu erklären versuchen. 

1) Metabolomische Analysen von Urin- and Plasmaproben 
Das Helmholtz Zentrum München (HMGU) hat im Rahmen des DECODE Projektes, Blut und 

Urinproben von 80 Personen bekommen. Diese Proben stammen von 20 gesunden 

Kontrollen, 10 Patienten mit Proteinurie, sowie 50 Patienten mit MPGN, die sich in 5 Cluster 

einteilen ließen. Diese Einteilung ist durch unsere Partner anhand von einem Clustering von 

histologischen, immunologischen und klinischen Parametern durchgeführt worden. Die 

Einteilung erfolgte anhand von insgesamt 29 Variablen. Die entsprechenden Proben und die 

Kategorisierung der 5 Cluster haben wir von unserem Partner aus Italien bekommen (Ariela 

Benigni, Istituto di Ricerche Farmacologiche Mario Negri IRCCS). Für die Durchführung der 

Metaboliten Analysen aus Plasma, wurden die Proben zuerst einer Proteinfällung unterzogen 

durch Zugabe von Acetonitril als Fällungs- bzw. Lösungsmittel (Koch, Forcisi et al. 2014). Das 

Lösungsmittel ermöglicht die Entfernung von störenden Proteinen. Danach wurden die Proben 

zentrifugiert und der Überstand mit den enthaltenen Metaboliten einer „non-targeted 

metabolomics“ Analyse mit Hilfe der Flüssigchromatographie zusammen mit der 

Massenspektrometrie unterzogen. Dabei werden die Metaboliten auf einer hydrophilen 

Interaktionschromatographie nach ihrer Polarität getrennt und ihre Masse zu Ladung im 

Massenspektrometer detektiert (Sillner, Walker et al. 2019). Insgesamt wurden 664 potenzielle 

Metabolite detektiert, die zu verschiedenen Klassen gehören (Abbildung 1, A, z.B. 

Carbonsäuren und deren Derivate, Glycerophospholipide, oder Fettsäuren). Rund 52% der 

Metabolite konnten in allen 80 Plasmaproben detektiert werden (Abbildung 1, B). Darunter 

sind zum Beispiel Cholin, Kreatinin, Betain, diverse Aminosäuren, Acylcarnitine und 

Phospholipide. Danach haben wir eine Datenmatrix generiert, die für verschiedene 

statistische Analysen herangezogen wurden. Diese Matrix enthält Information über 

Metaboliten (Masse zu Ladung Verhältnis, Retentionszeit, Metabolitenklasse und Name des 

Metaboliten), sowie maximale Intensität zu jeder Probe und Metaboliten. Für die multivariate 

Auswertung wurde eine Hauptkomponenten-Analyse (engl. Prinicipal Component Analysis, 
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„PCA“) und eine Diskriminanzanalyse der partiellen kleinsten Quadrate (engl. Partial Least 

Squares Discriminant Analysis, “PLS-DA”) herangezogen (Rohart, Gautier et al. 2017). Die 

Hauptkomponenten-Analyse konnte leider keine ersichtlichen Muster aus den 

Metabolitendaten zeigen, jedoch hat man ein erstes Indiz gesehen, dass gesunde Kontrollen 

sich von anderen Gruppen (Proteinurie, Cluster 1 bis Cluster 5) unterscheiden (Abbildung 1, 
C). Da wir keine direkte Diskriminierung der MPGN-Cluster in der PCA gesehen haben, haben 

wir ein PLS-DA angewendet. PLS-DA wird verwendet, um Unterschiede zwischen zwei oder 

mehr Gruppen in den Daten zu identifizieren. Zudem wird PLS-DA verwendet, um Daten in 

eine niedrigdimensionale Repräsentation zu projizieren und versucht Unterschiede zwischen 

Gruppen zu maximieren. Die Ergebnisse der PLS-DA wird durch sogenannten Scores Plot 

visualisiert (Abbildung 1, D), und Berechnung der Area under the Curve (AUC) und deren 

Signifikanzwerte (p-Werte) unterstützt. Wir konnten signifikante Werte für die Differenzierung 

für Cluster 1, Proteinurie und den gesunden Kontrollen finden (Abbildung 2, A, AUC-Werte 

mit p-Wert≤0.05). Zudem wurden diese Ergebnisse durch univariate Statistik unterstützt. Rund 

15% der Metabolite waren statistisch signifikant (Kruskal-Wallis-Test, p-Wert≤0.05). Als Post-

hoc Analyse wird der Dunn-Test durchgeführt, um zu sagen welche Gruppen sich 

unterscheiden (Vergleich von 2 Gruppen in jeder möglichen Kombination n=21). Der größte 

Anteil (~8-9%) der signifikanten Metaboliten (Dunn-test, p-Wert≤0.05) wurde zwischen 

gesunden Kontrollen und Proteinurie gefunden, gefolgt von Cluster 1 und gesunde Kontrollen 

(Abbildung 2, B). Zu den signifikant unterschiedlichen Metaboliten Klassen gehörten vor 

allem Acylcarnitine, die signifikant in Cluster 1 erhöht waren (Abbildung 2, C). Wir haben zum 

Beispiel erhöhte Tryptophan Werte in gesunden Kontrollen gefunden, Cholin ist in Cluster 1 

signifikant erhöht (Abbildung 2, D&E). Im Zuge der statistischen Analyse hat es sich 

herauskristallisiert, dass es kaum signifikante Cluster-spezifische Metabolite gibt, da nicht 

jeder Vergleich ein Signifikanz Level von p-Wert≤0.05 erreicht hat. Cholin war nicht signifikant 

zwischen Cluster 1 und Cluster 3 und deswegen würde sich dieser Metabolit nicht als 

Biomarker für Cluster 1 eignen (Abbildung 2, E). Tryptophan war nur zwischen Cluster 1 und 

gesunden Kontrollen signifikant (Abbildung 2, D). Leider hat sich dieser Metabolit nicht 

zwischen den anderen Clustern (2 bis 5) unterschieden. Für die Plasmaproben konnten mit 

der angewandten Statistik keine Kandidaten für eine weitere Validierung identifiziert werden. 

Hier ist auch zu beachten, dass es insgesamt 21 Vergleiche gibt, um eine Signifikanz zwischen 

zwei Gruppen zu berechnen. 
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Abbildung 1: Visualisierung der Metaboliten Klassen, Frequenz und der 
multivariaten Analyse in Plasmaproben 
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Abbildung 2: Zusammenfassung der statistischen Auswertung und einiger 
signifikanter Metaboliten in den Plasmaproben 

Wir haben dieselben metabolomischen Analysen für Urinproben durchgeführt. Diese 

Urinproben stammen von 20 gesunden Kontrollen, 10 Patienten mit Proteinurie, sowie 50 

Patienten mit MPGN, die sich in 5 Cluster einteilen ließen. Im Unterschied zu Plasmaproben 

waren bei Urinproben zusätzliche Vortests erforderlich, da ihre Variabilität deutlich höher ist. 

Zuvor haben wir getestet, ob Urinproben einer Normalisierung unterzogen werden sollten. Es 

gibt verschiedene Arten von Normalisierung in der Metabolomik Forschung (Mervant, 

Tremblay-Franco et al. 2021). Dabei können die Proben vor oder nach der Messung 

normalisiert werden. Urin kann zum Beispiel anhand von Kreatinin Konzentration, 

spezifischem Uringewicht oder anhand von Osmolalität verdünnt und dann gemessen werden. 

Die alternative Variante wäre, die Proben gleichmäßig zu verdünnen, zu extrahieren und 

anschließend zu normalisieren. Wir haben 4 verschiedene Pre- und 3 verschiedene 

Postnormalisierungsstrategien ausprobiert. Es wurden folgende Normalisierungen 

durchgeführt: Einheitliche Verdünnung (Ein Teil Urin und vier Teile Lösungsmittel), Kreatinin, 

spezifischen Gewicht, UV-Absorption. Außerdem wurden die nach den Messungen erzeugten 

Metabolitendaten (Einheitliche Verdünnung) auf Kreatininwerte, Intensität des Kreatinin-

metaboliten (stammend aus der Messung), oder MSTUS (MS total useful signal) normalisiert. 

Dafür haben wir 20 Urinproben gemessen, wobei 10 von gesunden Kontrollen und 10 von 

Patienten mit Proteinurie stammen. Diese Proben wurden uns außerdem von unseren 

Kooperationspartnern bereitgestellt (Ariela Benigni, Istituto di Ricerche Farmacologiche Mario 

Negri IRCCS). Mit den verschiedenen Normalisierungen wollten wir testen, ob wir einen 

signifikanten Unterschied zwischen gesunden Kontrollen und Patienten mit Proteinurie in den 

Metabolitenprofilen finden werden. Das Kreatinin im Urin lag zwischen 13,77 und 112,85 

mg/dL. Für das spezifische Gewicht wurden Werte zwischen 1,003 und 1,028 gemessen, und 

die UV-Absorption lag zwischen 15,2 und 121,56. Die Kreatinin-, spezifischen Gewicht- und 

UV-Werte wurden jeweils auf 10, 1,002 und 10 verdünnt. Generierte Daten wurden anhand 

der PCA und PLS-DA erforscht (Abbildung 3, A).  
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Abbildung 3: Auswertung der Urinnormalisierungsstrategien 

Wir konnten sehen, dass eine einheitliche Verdünnung sowie Normalisierung anhand der UV-

Werte zu einer Erhöhung der Variabilität führte und eine Verdünnung anhand der Kreatinin 

Werte zu Erniedrigung der Variabilität führte (Abbildung 3, A). Zwei Normalisierungen vor 

den Messungen führten zu einer geringen Anzahl von Metaboliten, verglichen mit der 

einheitlichen Verdünnung (Abbildung 3, B). Mittels der PLS-DA konnten wir signifikante 

Unterschiede zwischen gesunden Kontrollen und Patienten mit Proteinurie identifizieren, 

wenn wir eine Pre-normalisierung anhand von UV-Werte oder eine einheitliche Verdünnung 

der Urinproben durchführen und wir konnten einen Q2-Wert über 0.5 (jedoch nicht grösser als 

0.62) errechnen mit einem p-Wert≤0.05. Dieser Wert ist ein Maß für die prädiktive Güte des 

Models. Andere Normalisierungsstrategien (pre oder post) konnten keine Signifikanz 

erreichen. Wir haben uns auch die Variabilität von Metaboliten angeschaut, die in allen 

Normalisierungstechniken vorkommen, und haben gesehen, dass vor allem Kreatinin 

Prenormalisierung zu einer Reduktion der Variabilität führte (Abbildung 3, C). Das kann daran 

liegen, dass von Anfang an Metabolitenprofile diese Art von Erkrankung nicht unterscheiden 

können von gesunden Kontrollen. Durch diese Analysen konnten wir keine klare Antwort 

finden, welche Art von Normalisierung wir durchführen sollten und haben uns deswegen an 
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die Fachliteratur gehalten und unsere Urinproben anhand der Kreatininwerte (nach Jaffe 

Methode) verdünnt auf einen Wert von 10 mg/dL. Diese Verdünnung erfolgte vor der Messung 

und Extraktion der Metabolite. Diese Urinproben wurden auf dieselbe Art und Weise 

gemessen, wie die Plasmaproben (Trennung mit der hydrophilen 

Interaktionschromatographie und Detektion der Masse zu Ladung im Massenspektrometer). 

Wir konnten 946 potenzielle Metaboliten in 80 Urinproben detektieren, die vor allem als 

Carbonsäuren und deren Derivate, Benzol und substituierte Derivate, oder Fettsäuren 

klassifiziert wurden (Abbildung 3, A). Rund 16% aller Metabolite konnten in allen 80 

Urinproben erfasst werden (Abbildung 3, B). Dazu gehört Trimethylaminoxid, Kreatinin und 

Carnitin. Nachdem wir eine Datenmatrix generiert haben, wurde diese auch durch eine 

Hauptkomponenten-Analyse (PCA) und eine Diskriminanzanalyse der partiellen kleinsten 

Quadrate (PLS-DA) erforscht. Auch hier konnten wir keine klaren Muster in der PCA erkennen 

und zudem gab es einige Ausreißer, 2 Proben aus Cluster 2 und 3 Proben aus Cluster 5 

(Abbildung 3, C). Die Anwendung einer PLS-DA ergab signifikante Unterschiede für 

gesunden Kontrollen und Cluster 2 der MPGN-Gruppe (Abbildung 3, D). Hier konnten AUC-

Werte über 0.5 mit signifikanten p-Werten ermittelt werden (Abbildung 4, A). Der univariate 

Kruskal-Wallis-Test ergab, dass 12% der Metabolite einen signifikanten p-Wert von 0.05 

erreicht haben. Der darauffolgende Dunn-Test ergab, dass der größte Anteil der Signifikanz 

zwischen gesunden Kontrollen und Cluster 4, Cluster 2 und Cluster 5 berechnet wurde (~7% 

der gesamten Metabolite, Abbildung 4, B). Hier wurden zwei Metabolitenklassen 

hervorgehoben (Phosphatidylcholine und Alpha-Aminosäuren und Derivate, Abbildung 4, C). 

Die Phosphatidylcholine waren in allen Clustern der MPGN-Gruppe erhöht und Alpha-

Aminosäuren und Derivate waren in gesunden Kontrollen erhöht. Zum Beispiel war das 

Phosphatidylcholine (PC 36:2) in der gesunden Kontrollgruppe signifikant erniedrigt 

verglichen mit dem Cluster 1 bis Cluster 5 sowie Proteinurie, jedoch war dieses Lipid nur 

zwischen diesen Gruppen unterschiedlich, konnte jedoch keine Cluster-spezifische 

Unterschiede zeigen. Cyclo(Leu-Pro), klassifiziert als Alpha-Aminosäuren und Derivate war 

insbesondere in Cluster 1, 2, 4 und 5 erniedrigt, Cluster 3, Patienten mit Proteinurie und 

gesunden Kontrollen haben ähnliche Level aufgewiesen und deswegen keine Signifikanz 

erreicht. Leider konnten wir auch im Urin keine clusterspezifische Metabolite finden und 

deswegen wurden keine weiteren Validierungstests durchgeführt. 
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Abbildung 4: Visualisierung der Metaboliten Klassen, Frequenz und der 
multivariaten Analyse in Urinproben 
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Abbildung 5: Zusammenfassung der statistischen Auswertung und einiger 
signifikanter Metaboliten in den Urinproben 

Zusammenfassend können wir sagen, dass wir im Rahmen des DECODE Projektes eine 

metabolomische Analyse von Plasma- und Urinproben durchgeführt haben. Wir haben eine 

deskriptive Analyse der vorhanden Metabolite im Plasma und Urin erreicht und beschrieben, 

wie viele und welche Metabolite mit den angewandten Methoden gemessen werden können. 

Zudem haben wir multi- und univariate statistische Analyse durchgeführt, jedoch konnte das 

Ziel der clusterspezifischen Metabolite nicht erreicht werden, da die Metabolitenprofile zu 

ähnlich innerhalb der MPGN-Cluster sind und sie ließen sich teilweise nicht zu den Proteinurie 

Patienten unterscheiden.  

2) Multivariate Analyse der hochdimensionalen Metabolomik Daten 
unter Einbezug von Kovariaten 
Im Rahmen des Projektes haben wir einige Kovariaten bzw. Metadaten von unseren Partnern 

bekommen (Ariela Benigni, Istituto di Ricerche Farmacologiche Mario Negri IRCCS). Dazu 

gehörte die Gabe von verschiedenen Medikamenten während der der Zeit der Probennahme. 

Wir haben Informationen über die Aufnahme von ACE-Hemmer, Cyclophosphamide, Steroide, 

Angiotensin II Rezeptorblocker, Immunosuppressiva und Eculizumab der MPGN-Cluster 

bekommen. Diese Listen enthielten simple Daten, die ja oder nein bei der entsprechenden 

Medikamentenspalte enthalten haben. Leider war die Anzahl der Patienten pro Gruppe zu 

gering mit n=10 pro Cluster, so dass es schwierig war, eine Signifikanz zwischen Patienten 

die Medikamente nehmen oder nicht, zu finden. In Cluster 1 der MPGN-Gruppe haben nur 2 

von 10 eine Steroidtherapie gehabt (gilt für Plasmaproben). Deswegen haben wir keine 

multivariate Analyse durchgeführt und stattdessen univariate Statistik herangezogen. Um die 

Bürde des multiplen Testens zu erniedrigen, haben wir nur einige wenige Kandidaten auf eine 

Kovarianz getestet. Im Plasma haben wir Cholin und Tryptophan und im Urin PC 36:2 und 

Cyclo(Leu-Pro) herangezogen. Im Plasma, wird weder Cholin noch Tryptophan durch die 

Medikamente beeinflusst. Im Urin wurden PC 36:2 und Cyclo(Leu-Pro) nicht durch die 

Einnahme von Medikamenten beeinflusst. 

Zusätzlich haben wir Werte folgender Parameter bekommen: serum-C3, serum-C4 und 

plasma-sC5b-9 (Ariela Benigni, Istituto di Ricerche Farmacologiche Mario Negri IRCCS). 

Diese sind Komplementfaktoren aus dem Komplementsystem und werden unter anderem zur 

Klassifizierung der MPGN-Erkrankung herangezogen (Noris, Daina et al. 2023). Wir haben 

Metabolite, die wir in Plasma detektiert haben gegen diese Werte korreliert. Jedoch konnte 

der Korrelationskoeffizient nach Spearman keinen Wert über 0,6 erreichen, was auf eine 

schwache Assoziation zwischen Plasma Metaboliten und Komplementfaktoren hindeutet. 
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3) Höchstsignifikante Metabolite werden durch gezielte Analytik 
bestätigt, um quantitative Werte der Stoffwechselprodukte zu 
bekommen 
In diesem Teil des Projektes ging es darum, potenzielle höchstsignifikante Metabolite durch 

weitere Analytik zu bestätigen. Leider war sowohl die multivariate als auch die univariate 

Statistik nicht erfolgreich, um clusterspezifische Metabolite zu finden. Aus diesem Grund 

haben wir unsere Metabolitenkandidaten einem strengen Identifikationsprozess unterzogen, 

indem wir analytische Standards gekauft und gemessen haben und einen Abgleich mit Urin 

oder Plasmaproben vollzogen haben. Zudem wurden weitere Metabolite durch den Abgleich 

von experimentellen Tandem-Massenspektrometrie Datenbanken gemacht, die öffentlich 

zugängig sind. Durch das strikte Filtern konnten 74 Metabolite im Plasma und 101 Metabolite 

im Urin mit einer hohen Konfidenz (über 70%) identifiziert werden.  

Wir haben diese Liste der Metaboliten unserem Partner zu Verfügung gestellt (Henry Loeffler-

Wirth, Universität Leipzig, Deutschland), um zum Beispiel selbstorganisierende Karten zu 

berechnen und weitere systembiologische Integrationen durchzuführen.  

4) Integration aller -Omik Techniken, um eine systembiologische 
Übersicht der seltenen Erkrankung zu erreichen 
Insgesamt standen der Integration 160 Datenpunkte mit 175 Metaboliten zur Verfügung. 

Jedoch zeigten Metaboliten- als auch Proteindaten hohe Variabilität und konnten keine Cluster 

spezifischen Muster aufzeigen. Zudem wurde ein Bottom-Up-Logistikregressionsmodell 

durchgeführt, um die Clusterzuweisung der Proben vorherzusagen. Leider konnten 

Metaboliten keine gute Klassifizierung erreichen, welches Ergebnisse aus den vorherigen 

Analysen widerspiegelt. Die systembiologische Integration wurde von unserem 

Kooperationspartner durchgeführt (Henry Loeffler-Wirth, Universität Leipzig, Deutschland). 
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2 Wichtigste Positionen des zahlenmäßigen Nachweises 
Der zahlenmäßige Nachweis geht ihnen gesondert von unserer Finanzabteilung zu. Die Mittel 

wurden sparsam und gezielt verwendet.  

3 Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten 
Projektarbeiten 
Um die Forschungsarbeiten im Teilprojekt des DECODE durchzuführen, waren die dafür 

verwendeten Ressourcen notwendig. Zu dem Zeitpunkt war kein anderes Vorhaben zu 

diesem Thema geplant oder in der Arbeit. Die metabolomische Analyse von Probanden mit 

MPGN hatte einen Pilotcharakter, da zum ersten Mal Urin- und Plasmaproben dieser seltenen 

Nierenerkrankung untersucht wurden. Wir konnten einen tiefen Einblick in die 

Metabolitenprofile aus Plasma und Urin gewinnen und weitreichende Erkenntnisse über die 

seltene Erkrankung erfahren. Es wurden alle Aufgaben nach bestem Gewissen angegangen 

und erfüllt, einige Schritte waren jedoch von den statistischen Ergebnissen abhängig. Trotz 

Verlängerung der Projektlaufzeit waren keine zusätzlichen Ressourcen für das Projekt 

notwendig. 

4 Voraussichtlicher Nutzen und Verwertbarkeit der Ergebnisse 
Die im Verwertungsplan vorgesehenen Verwertungsziele konnten im Wesentlichen erreicht 

werden. Wir konnten erfolgreich metabolomische Analysen von Urin und Plasmaproben 

durchführen und einen Einblick in die Pathologie der MPGN auf Stoffwechselebene 

bekommen. Während der statistischen Analyse hat sich jedoch herauskristallisiert, dass es 

keine clusterspezifischen Metaboliten der MPGN gibt und deswegen keine Kandidaten für 

Biomarker geeignet sind. Auch die Integration der Metabolite in systembiologische 

Algorithmen konnte keinen weiteren Einblick in die Klassifizierung der MPGN geben. Eine 

Veröffentlichung der Metabolitendaten in einer Fachzeitschrift ist geplant nachdem die 

Zuordnung der fünf Cluster der seltenen MPGN-Erkrankung erfolgreich veröffentlicht wurde. 

5 Verwertungsaktivitäten und Veröffentlichungen 
Im Rahmen des Projektes wurden die Ergebnisse intern und in mehreren verschiedenen 

Meetings an die anderen Teilnehmer des DECODE Projektes vorgestellt. Da die Einteilung 

der MPGN in fünf verschiedene Cluster noch nicht in der Fachliteratur publiziert wurde, wurde 

diese Ergebnisse nur einem limitierten Publikum vorgestellt. Ein Teil der Ergebnisse, die von 

der Normalisierung der Urinproben handelt, wurde einem Fachpublikum auf einer Konferenz 

in Form eines Posters dargestellt (55th Annual Conference of the DGMS). Alle, einschließlich 

der Ergebnisse aus diesem Teilprojekt, werden in Form von wissenschaftlichen 



12 
 

Veröffentlichungen einem Fachpublikum als auch einer breiten Öffentlichkeit zur Verfügung 

gestellt. 
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1 Wissenschaftlich-technische Ergebnisse des Vorhabens  
Die primäre MPGN wurde im Rahmen des DECODE Projektes in fünf verschiedene Cluster 

eingeordnet. Diese Erkrankung zählt zu den seltenen Nierenerkrankungen und Erfassung von 

Metaboliten in Patienten mit dieser Erkrankung und dessen neuartige Klassifizierung weist 

einen Pilotcharakter auf. 

• Wir konnten erfolgreich Blut- und Urinproben von 50 MPGN-Patienten mit Hilfe der 

Metabolomik Analytik messen. 

• Eine Vielzahl von Metaboliten und -klassen konnte sowohl im Blut als auch im Urin 

nachgewiesen werden. 

• Multi- als auch univariate Statistik ermöglichte vor allem eine Differenzierung zwischen 

gesunden Kontrollen und MPGN-Patienten. 

• Es gab kaum Metabolite, die sich durch eine Clusterspezifität ausgezeichnet haben. 

• Es konnte kein Einfluss von Medikamenten auf das Metaboliten Profil gefunden 

werden. 

• Es wurde eine globale Liste von detektierten Metaboliten an Kooperationspartner 

geliefert. 

• Metabolitenmuster konnten keine erfolgreiche Clusterzugehörigkeit vorhersagen, 

allein oder zusammen mit Proteindaten. 
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2 Fortschreibung des Verwertungsplans 

2.1 Erfindungen/Schutzrechtsanmeldungen 
Es sind keine Erfindungen oder Schutzrechtsanmeldungen herausgekommen oder in der 

näheren Zukunft geplant. 

2.2 Wirtschaftliche Erfolgsaussichten nach Projektende 
Die Entdeckung möglicher Biomarker der MPGN-Erkrankung, insbesondere 

clusterspezifischer Metabolite war nicht möglich. Deswegen konnten keine Stoffwechselwege, 

-klassen oder -produkte für die Entwicklung für die Klinische Chemie, oder neue 

Therapieansätze herangezogen werden. 

2.3 Wissenschaftliche und/oder technische Erfolgsaussichten nach 
Projektende 
Die Klassifizierung der MPGN-Erkrankung in fünf verschiedene Cluster wird demnächst in 

einer Fachzeitschrift publiziert. Danach erfolgt eine Publikation über die Hauptergebnisse der 

Metabolomik Analyse in entsprechenden fachspezischen Zeitschriften. Die Ansätze über die 

Normalisierung der Urinproben wurde einem Fachpublikum auf einer Konferenz in Form eines 

Posters dargestellt (55th Annual Conference of the DGMS). 

2.4 Wissenschaftliche und wirtschaftliche Anschlussfähigkeit 
Die Erforschung seltener Nierenerkrankungen im DECODE Projekt hatte uns einen tiefen 

Einblick in die Pathologie gegeben, durch die enge Zusammenarbeit mit den italienischen 

Projektpartner. Im Laufe des Projektes konnte insbesondere Expertise in der statistischen 

Analyse und detaillierte Identifizierung der Metaboliten angereichert werden, die für zukünftige 

Projekte angewandt werden.  

  



4 
 

3 Angaben zu Arbeiten, die zu keiner Lösung geführt haben 
Im Rahmen des DECODE Projektes war es nicht möglich clusterspezifische Metabolite der 

MPGN-Erkrankung zu finden. Die Klassifizierung der MPGN-Erkrankung in fünf Cluster 

erfolgte anhand von histologischen, immunologischen und klinischen Parametern. Diese 

Parameter müssen sich nicht unbedingt auf Stoffwechselwege und deren Metaboliten 

auswirken. Zudem weisen beiden biologischen Matrizen hohe interindividuellen Unterschiede 

auf, welches sich auf die uni- und multivariate Statistik ausübt. Damit konnten wir auch keine 

Kandidaten für Biomarker finden und keine gezielten Analysen durchführen. 

4 Angaben zur Einhaltung der Ausgaben- und Zeitplanung 
Die Mittel wurden sparsam und gezielt verwendet. Ein detaillierter Verwendungsnachweis 

dazu geht ihnen von unserer Finanzabteilung zu. 


